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Einleitung 
1. Einleitung 
 
1.1. Immunsystem des Menschen 
Das Immunsystem des Menschen bildet ein wirkungsvolles Netzwerk aus Geweben, 
Zellen und löslichen Proteinen. Es bekämpft eingedrungene Krankheitserreger und 
Fremdstoffe, so dass ernsthafte Infektionen gemessen an der Zahl der auf den 
Körper einwirkenden Krankheitserreger sehr selten sind. Man unterteilt das 
Immunsystem in die angeborene, unspezifische Immunität, welche die erste 
„Verteidigungslinie“ darstellt, und die adaptive, spezifische Immunität, die erst im 
Laufe des Lebens zur vollen Funktion ausreift. Beide wirken bei der Bekämpfung 
von Infektionen sowohl einzeln als auch synergistisch. Die Zellen des 
Immunsystems besitzen in Abhängigkeit von ihrer Funktion und ihres 
Entwicklungszustandes ein für sie jeweils spezifisches Muster an 
Oberflächenmarkern (Geenen et al., 2001). Diese sogenannten CD-Moleküle 
(„cluster of differentiation“) können dazu benutzt werden, um einen Zelltyp zu 
charakterisieren. Die Steuerung des gesamten Immunsystems erfolgt mit Hilfe von 
Cytokinen, kurzlebigen Mediatorproteinen, die vorwiegend von Leukocyten 
produziert werden und auch auf diese einwirken. Im Gegensatz zu Hormonen 
wirken sie auto- oder parakrin und bilden das sogenannte Cytokinnetzwerk, ein 
komplexes Geflecht, in welchem sie sowohl synergistisch als auch antagonistisch 
funktionieren können. 
Das unspezifische Immunsystem besteht aus dem Komplementsystem, den Akute-
Phase-Proteinen und zellulären Bestandteilen, welche sich aus den Natürlichen 
Killer (NK)-Zellen (CD16+/CD56+), den Granulocyten (CD66b+) und den 
Monocyten/Makrophagen (CD14+) zusammensetzen. Die Faktoren des 
Komplementsystems können einerseits Bakterien direkt lysieren, aber andererseits 
wie die in der Leber produzierten Akute-Phase-Proteine an die Antigene der 
eingedrungenen Erreger binden und somit deren Phagocytose durch die 
Granulocyten und Monocyten/Makrophagen verstärken. Die NK-Zellen dienen der 
Abwehr von Tumorzellen sowie mit Viren und anderen intrazellulären 
Krankheitserregern infizierten Zellen. 
Das spezifische Immunsystem besteht in seinen zellulären Bestandteilen aus T-
Lymphocyten (CD3+) und B-Lymphocyten (CD19+) sowie aus den von den B-
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Lymphocyten produzierten löslichen Antikörpern. Die T-Zellen können über 
spezifische Rezeptoren und die B-Zellen über die membranständigen Antikörper 
körperfremde Stoffe erkennen und mit einer Immunantwort reagieren. Dabei kann 
ein einzelner Lymphocyt nur ein bestimmtes Antigen binden. B-Lymphocyten reifen 
im Laufe der Immunantwort zu Plasmazellen, die in hohem Maße Antikörper einer 
einzigen Antigenspezifität produzieren und sezernieren. Die T-Zellen lassen sich in 
zwei Subpopulationen unterteilen: T-Helfer(TH)-Zellen (CD4+) nehmen 
Koordinationsaufgaben wahr, während cytotoxische T-Zellen (CD8+) körpereigene 
Zellen erkennen und töten können, die virusinfiziert oder entartet sind (Kirchner et 
al., 1993). Die TH-Zellen setzen sich wiederum zusammen aus wenig 
differenzierten, naiven TH0-Zellen sowie den TH1-Zellen, welche eine zelluläre 
Immunantwort fördern, und den TH2-Zellen, die humorale Immunmechanismen 
induzieren. 
T-Zellen erkennen über den T-Zell-Rezeptor („T cell receptor“, TCR) Peptide, die 
an den Haupthistokompatibilitätskomplex („major histocompatibilty complex“, 
MHC) gebunden sind. Wenn es keine körpereigenen Peptide sind, handelt es sich 
um Antigenfragmente, die von Antigenpräsentierenden Zellen (APC) 
aufgenommen, prozessiert und dann an der Zelloberfläche den T-Zellen präsentiert 
werden. Im Rahmen dieser Antigen-Prozessierung werden die Proteine in Peptide 
gespalten und an MHC-Moleküle gebunden. Je nach Herkunft der Peptide (Zytosol 
oder Phagolysosomen) werden die Peptide entweder an MHC-I oder MHC-II 
gebunden (Stoltze et al., 2000). Bei der Erkennung von Peptid-MHC-Komplexen 
besteht die Einschränkung, dass CD8+ T-Zellen nur Peptide erkennen können, die an 
MHC-I-Moleküle gebunden sind, während CD4+ T-Zellen nur Peptide erkennen 
können, die an MHC-II-Moleküle gebunden sind (Long, 1992). Diese Eigenschaft 
bezeichnet man als MHC-Restriktion der T-Zellen (Stevanovic, 2002).  
Im Verlauf der Immunantwort differenzieren sich die Lymphocyten zu ihren 
endgültigen Funktionsformen. Ein Teil der Zellen verlässt das Blut und wandert in 
lymphatische Organe, um dort als sogenannte Gedächtniszellen zu persistieren. Ein 
weiterer Kontakt mit einem Antigen, für das Gedächtniszellen existieren, ruft daher 
eine schnellere, stärkere und damit effektivere Immunantwort hervor, die 
sogenannte Sekundärantwort. Eine erneute Erkrankung bleibt daher aus oder die 
Krankheit läuft wesentlich schwächer ab. 
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Die Cytokine lassen sich gemäß ihrer Funktion in verschiedene Untergruppen 
unterteilen, die sich teilweise überschneiden. Man unterscheidet die Interleukine 
(IL), Interferone (IFN), Tumornekrosefaktoren (TNF), koloniestimulierende 
Faktoren (CSF) sowie die Wachstumsfaktoren (GF) (Kirchner et al., 1993). Ihrer 
Wirkung entsprechend zusammengefasst spricht man von proinflammatorischen 
Cytokinen, die entzündungsfördernd wirken, und antiinflammatorischen Cytokinen, 
welche den proinflammatorischen entgegenwirken. Als klassische pro-
inflammatorische Cytokine werden IL-1, IL-6 und TNF-α angesehen, die 
hauptsächlich von Monocyten/Makrophagen produziert werden und deshalb auch 
als Monokine bezeichnet werden. Durch die Sekretion von IL-2 und IFN-γ fördern 
TH1-Zellen die zelluläre Immunantwort, während TH2-Zellen durch die Sekretion 
von IL-4 und IL-10 B-Lymphocyten und somit die humorale Immunantwort 
aktivieren. Da diese Cytokine von Lymphocyten produziert werden, nennt man sie 
auch Lymphokine. 
 
 
1.2. Zinkstoffwechsel des Menschen 
 
1.2.1. Physiologische Aspekte des Zinks 
Der menschliche Körper enthält insgesamt 2-4 g Zink. Im Plasma ist davon 
allerdings nur ein sehr kleiner Teil vorhanden (ca. 0,1%), welcher von 
verschiedenen Faktoren beeinflusst wird, wie z.B. Alter und Geschlecht. Die 
Zinkplasmakonzentration reicht von 10,1 bis 16,8 µM bei Frauen und von 10,6 bis     
17,9 µM bei Männern. Obwohl der Plasmapool den kleinsten Zinkpool des Körpers 
darstellt, ist er äußerst mobil und für das Immunsystem sehr wichtig (Ibs und Rink, 
2003a). Im Serum ist Zink hauptsächlich an Albumin (60%, niedrigaffin), α2-
Makroglobulin (30%, hochaffin) und Transferrin (10%) gebunden (Scott und 
Bradwell, 1983). 
Die Zinkresorption erfolgt vornehmlich im Dünndarm, wobei faserreiche, 
insbesondere phytatreiche Kost durch Chelatbildung zu einer verminderten 
Zinkaufnahme führt, während Glukose und einige Aminosäuren die Resorption 
erhöhen können (Lee et al., 1989). Die Ausscheidung findet hauptsächlich nach 
Exkretion mit dem Pankreassekret über die Fäces sowie in geringen Mengen über 
den Urin und Schweiß statt (Van Wouwe und Uijlenbroek, 1994). Da es keine 
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speziellen Zinkspeicher im Körper gibt, ist eine ständige Aufnahme unverzichtbar. 
Von der Deutschen Gesellschaft für Ernährung wird eine tägliche Zufuhr von 3-7 
mg für Kinder (1-9 Jahre), 7 mg für Frauen (19-70 Jahre), 10 mg für Männer (19-70 
Jahre) und 11 mg für Schwangere/Stillende empfohlen (DGE, 2002). Dieser 
Zinkbedarf kann zwar durch eine ausgewogene Ernährung gedeckt werden, aber 
zahlreiche Studien haben gezeigt, dass in vielen Industrienationen die tatsächliche 
Einnahme hinter der empfohlenen Zufuhr zurückbleibt (Ibs und Rink, 2003b). 
Unzureichende Zufuhr, verminderte Resorption, Arzneimittelinteraktionen sowie 
erhöhte Zinkverluste führen zu Zinkmangelerscheinungen (Halsted und Smith, 
1970; Grüngreiff, 1993). Erhöhte Zinkspiegel rufen selbst keine toxischen 
Erscheinungen hervor, können aber über eine Senkung des Kupferserumspiegels zu 
Stoffwechselstörungen führen (Fosmire, 1990). 
Intrazellulär können zwei Zinkpools unterschieden werden: ein größerer, fest an 
Metalloproteine gebundener sowie ein kleinerer, labiler Pool, der sowohl freies und 
an Membranen assoziiertes als auch an Metallothionein (MT) gebundenes Zink 
beinhaltet (Zalewski und Forbes, 1993). Dieser Pool an freien oder schwach 
gebundenen Zinkionen wird meist in einem Konzentrationsbereich von µM bis pM 
angegeben, wenngleich kürzlich veröffentlichte Daten gar auf eine Konzentration im 
fM-Bereich hinweisen (Outten und O´Halloran, 2001). Intrazellulär wird MT sehr 
stark exprimiert und bindet unter physiologischen Bedingungen 5-20% des 
intrazellulären Zinks. Von den Metalloproteinen sind inzwischen mehr als 300 
Enzyme bekannt, die Zink als Cofaktor tragen, und von ca. 200 dieser Proteine sind 
die dreidimensionalen Strukturen identifiziert (Vallee und Falchuk, 1993; Auld, 
2001). Zink übernimmt dabei drei Funktionen: es wird gebraucht für die katalytische 
Aktivität als zentrales Ion, als cokatalytischer Faktor oder für die strukturelle 
Stabilität. In vielen Enzymen hat Zink mehr als eine Funktion. Aminosäuren wie 
Histidin, Glutaminsäure, Asparaginsäure und Cystein sind die häufigsten 
Bindungspartner. Zink beeinflusst auch die quartärne Struktur, wobei Aminosäure-
Reste von zwei verschiedenen Proteinen als Liganden dienen (Auld, 2001). 
Außerdem spielt Zink eine entscheidende Rolle bei der Zellproliferation, da 
Zinkfinger-Motive in vielen Replikations- und Transkriptionsfaktoren zu finden 
sind. 
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1.2.2. Chemische Aspekte des Zinks 
Die spezifischen Wirkungen des Zinks basieren auf dessen besonderen chemischen 
und biophysikalischen Eigenschaften. Als Übergangsmetall mit 3d10-
Elektronenkonfiguration bilden Zinkionen in wässriger Lösung stabile Komplexe 
mit niedrigen Koordinationszahlen (Kaim und Schwederski, 1991). Dem Zink sehr 
ähnlich sind die 3d7- bzw. 3d8-Metalle Cobalt und Nickel, die sich durch 
vergleichbare Ionenradien und durch die Bildung strukturell ähnlicher Komplexe 
auszeichnen (Lincoln, 1971; Huheey, 1988). In früheren Untersuchungen wurde die 
Wirkung von Zink auf die Zellen des Immunsystems zum Teil mit der von 
Quecksilber verglichen (Schöpf et al., 1967; Reardon und Lucas, 1983, 1987), da 
sich das Quecksilber aufgrund seiner 5d10-Elektronenkonfiguration homolog zu 
Zink verhält (Huheey, 1988) und ähnliche, wenn auch niedriger koordinierte 
Komplexe in wässriger Lösung bildet (Kaim und Schwederski, 1991). 
Das aufgrund seiner großen physiologischen Bedeutung und Wertigkeit als 
Vergleichsion häufig verwendete Calcium weist hingegen eine 3d0-Elek-
tronenkonfiguration auf und neigt deshalb nur im geringen Maße zur Bildung von 
Komplexen in wässriger Lösung. Zudem besitzt es einen deutlich größeren 
Ionenradius als Zink (Kaim und Schwederski, 1991). In seiner katalytischen 
Funktion ist dem Zink teilweise das Magnesium ähnlich, welches sich jedoch durch 
einen etwas geringeren effektiven Ionenradius auszeichnet. Außerdem besitzt das 
Magnesiumion eine hohe Lewis-Acidität, so dass es keine inerten Komplexe mit 
Histidin- oder Cysteinresten bildet (Kaim und Schwederski, 1991). 
 
 
1.3. Einfluss von Zink auf das Immunsystem 
Zink ist wichtig für das Wachstum und die Entwicklung aller Organismen. So 
zeigen Kinder, die unter einem Zinkmangel-Syndrom leiden, zahlreiche 
immunologische Veränderungen und Symptome wie Anämie, Hautveränderungen, 
geistige Retardierung sowie Wachstumsstörungen (Prasad et al., 1963). Bei diesem 
Syndrom handelte es sich um Acrodermatitis enteropathica, einer seltenen 
autosomal rezessiv vererbbaren Krankheit, die innerhalb weniger Jahre zum Tod 
führte aufgrund der hohen Frequenz an Infektionen mit Bakterien, Viren und Pilzen. 
Eine Therapie mit Zink in pharmakologischen Dosen führt zur vollen Remission 
aller Symptome (Neldner und Hambidge, 1975). 
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Das angeborene, unspezifische Immunsystem besteht aus kurzlebigen Zellen, 
welche sehr stark von Zink beeinflusst werden. In vivo ist bei niedrigen 
Zinkspiegeln die Phagocytose von Makrophagen und neutrophilen Granulocyten 
sowie die Generierung des oxidativen Bursts gestört (Keen und Gershwin, 1990). 
Außerdem ist die Zahl der neutrophilen Granulocyten bei Zinkmangel vermindert 
(Prasad, 2000a). Die Aktivität und die Zahl der NK-Zellen sind während einer 
Zinkdefizienz verringert (Keen und Gershwin, 1990; Ravaglia et al., 2000). Zink 
wird von den NK-Zellen für die Erkennung der MHC-I-Moleküle durch die p58 
killerhemmenden Rezeptoren benötigt, um die Killing-Aktivität zu inhibieren 
(Rajagopalan, 1995). 
Die T- und B-Lymphocyten des spezifischen Immunsystems sind ebenfalls von Zink 
abhängig. Zink ist wichtig für die Entwicklung von T-Zellen, da sich Zinkmangel 
verantwortlich für eine Thymusatrophie zeichnet und Zink selbst ein essentieller 
Cofaktor für das vom Thymus produzierte Hormon Thymulin ist (Mocchegiani et 
al., 1995; Hadden, 1992). Thymulin reguliert die Differenzierung der unreifen T-
Zellen im Thymus und die Funktion der reifen T-Zellen in der Peripherie. 
Übereinstimmend berichten Studien über eine verminderte T-Zell-Proliferation nach 
Stimulation mit Mitogenen bei Zinkmangel (Dowd et al., 1986; Crea et al., 1990). 
Die Balance zwischen TH1- und TH2-Zellen ist bei Zinkdefizienz nicht mehr 
gegeben, da eine veränderte Sekretion der typischen TH1- und TH2-Cytokine 
festgestellt wurde. TH1-Zellen produzieren deutlich weniger IFN-γ und IL-2 bei 
Zinkmangel, während die Menge der TH2-Produkte IL-4 und IL-10 unverändert 
bleiben (Cakman et al., 1996; Prasad, 2000b; Bao et al., 2003). 
B-Zellen werden in ihrer Entwicklung weniger schwer von Zinkmangel getroffen als 
T-Zellen, da die Proliferation von B-Zellen weniger von Zink abhängig ist (Flynn, 
1984; Fraker et al., 1997). Die Zahl der B-Lympocyten und ihre Vorläuferzellen ist 
bei Zinkmangel reduziert, was besonders die prä-B-Zellen und unreifen B-Zellen 
betrifft und weniger die reifen B-Zellen (King und Faker, 2000). Die 
Antikörperproduktion und das immunologische Gedächtnis sind bei Zinkdefizienz 
inhibiert (Despasquale-Jardieu und Fraker, 1984). Studien haben gezeigt, dass die 
Antikörper-Produktion als Antwort auf T-Zell-abhängige Antigene sensitiver auf 
Zinkmangel reagiert als die Antikörperproduktion bei T-Zell-unabhängigen 
Reaktionen (Fraker et al., 1978; Moulder und Steward, 1989) 
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Die Regulation des Immunsystems durch Cytokine lässt sich durch Zink 
beeinflussen, da periphere mononucleäre Zellen (PBMC) nach der Stimulation mit 
Zink IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ und den löslichen IL-2 Rezeptor (sIL-2R) 
ausschütten (Salas und Kirchner, 1987; Driessen et al., 1994). Dabei werden IL-1, 
IL-6 und TNF-α direkt in Monocyten induziert. Aufgereinigte T-Zellen hingegen 
werden durch Zink nicht aktiviert, da T-Zellen bei der Stimulation auf die 
Anwesenheit von Monocyten angewiesen sind. Die Monokine IL-1 und IL-6 sowie 
der Zell-Zell-Kontakt zwischen Monocyten und T-Zellen sind notwendig für die T-
Zell-Aktivierung und die IFN-γ und sIL-2R Ausschüttung (Driessen et al., 1994; 
Wellinghausen et al., 1997). Zink veranlasst ebenso wenig eine Cytokininduktion in 
isolierten B-Zellen wie in NK-Zellen (Crea, 1990).  
Die Aktivierung der T-Zellen und Monocyten ist abhängig von der Menge der freien 
Zinkionen und der Komposition der Proteine im Kulturmedium, da Transferrin und 
Insulin die zinkinduzierte Monocytenstimulation durch nicht-Rezeptor-abhängige 
Mechanismen verstärken (Driessen et al., 1995; Wellinghausen et al., 1996). Hohe 
Konzentrationen an Serumproteinen im Kulturmedium inhibieren die Stimulation, 
da diese Proteine freie Zinkionen binden und somit den Spiegel an verfügbarem 
Zink senken. Im serumfreien Kulturmedium stimulieren Zinkkonzentrationen über 
100 µM Monocyten, allerdings keine T-Zellen, da diese einen niedrigeren 
intrazellulären Zinkspiegel haben und sensitiver auf eine steigende 
Zinkkonzentration reagieren als Monocyten (Wellinghausen et al., 1997). Dieses 
Phänomen mag auch auf die Inhibition der IL-1 Typ-I Rezeptor-assoziierten Kinase 
(IRAK) durch Zink zurückzuführen sein, da die T-Zell-Aktivierung ein indirekter, 
IL-1-vermittelter Prozess ist und dieses IL-1 von Monocyten ausgeschüttet wird 
(Driessen et al., 1994; Wellinghausen et al., 1996, 1997). Eine T-Zell-Aktivierung 
durch Zink findet also nur dann statt, wenn die Zinkkonzentration hoch genug für 
eine Monocytenstimulation ist, dabei aber die kritische Konzentration der T-Zell-
Suppression nicht übersteigt. 
 
 
1.4. Zink-Transporter 
In den letzten Jahren trugen die Identifizierung und Charakterisierung von 
Zinktransportern wesentlich zum besseren Verständnis des zellulären 
Zinkmetabolismus bei. Diese Proteine besitzen transmembrane Domänen und 
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schleusen so das Zink in die Zelle hinein oder aus ihr heraus. Sie werden von zwei 
„solute-linked carrier (SLC)“ Genfamilien kodiert: ZnT (SLC30) und ZIP (SLC39). 
Bis heute sind mindestens 8 ZnT („Zinc-Transporter“) und 15 ZIP („Zrt-, Irt-like 
protein“) Transporter in menschlichen Zellen gefunden worden (Liuzzi und Cousins, 
2004). 
Sie scheinen gegenteilige Rollen in der intrazellulären Zinkhomöostase zu spielen, 
da die ZnT-Transporter das cytoplasmatisch verfügbare Zink reduzieren durch 
Zinkexport aus der Zelle hinaus sowie in intrazelluläre Vesikel hinein, während die 
ZIP-Transporter den cytoplasmatischen Zinkspiegel durch den Import von 
extrazellulären Zink erhöhen.  
Die ZnT gehören zur CDF Familie („Cation Diffusion Facilitator“). Die 
Hauptaufgabe von ZnT1 ist die Regulation des Zinkefflux aus der Zelle. Sie sind in 
der Plasmamembran lokalisiert und werden in vielen Zellen und Gewebetypen 
exprimiert (Palmiter und Findley, 1995). ZnT2 spielt bei der intrazellulären 
Sequestration und der Speicherung von Zink eine wichtige Rolle, da sie in der 
Membran der späten Endosomen lokalisiert sind, die viel Zink akkumulieren können 
(Palmiter et al., 1996a; Kobayashi et al., 1999; Gaither und Eide, 2001a). ZnT3 
wurde in den Membranen der synaptischen Vesikel von Neuronen des Hippokampus 
und des cerebralen Cortex gefunden, wo sie für den Transport in diese 
Kompartimente hinein verantwortlich sind (Palmiter et al., 1996b). ZnT4 erfüllen 
ihre Funktion hauptsächlich in Brustdrüsen, wo sie Zink vom Serum in die Milch 
leiten (Huang und Gitschier, 1997). In den Enterocyten sind die ZnT4-Transporter 
sowohl in der apikalen als auch in der basolateralen Membran der Zelle lokalisiert 
(Murgia et al., 1999, Liuzzi et al., 2003).  
ZnT5 werden sehr stark in den β-Zellen des Pankreas, in den Ovarien, in der 
Prostata und im Testis-Gewebe exprimiert (Kambe et al, 2002). Es ist nicht klar, ob 
sie wie die anderen ZnT-Transporter auch den intrazellulären Zinkspiegel 
verringern. Die ZnT6-Transporter sind hauptsächlich in der Leber, dem Gehirn und 
dem Dünndarm vorhanden und reagieren sowohl auf Zinkentzug als auch auf 
kurzzeitig sehr hohe Zinkgaben mit einer leichten Expressionsabnahme (Huang et 
al., 2002; Cousins et al., 2003). ZnT7 wurden in der Leber und dem Dünndarm 
gefunden, wo sie für die Akkumulation von Zink in Vesiklen sorgten (Kirschke und 
Huang, 2003). ZnT8-Transporter wurden bis jetzt nicht weiter charakterisiert, 
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kommen aber hauptsächlich in der Leber und dem Pankreas vor (Liuzzi und 
Cousins, 2004). 
In Gegensatz zu den ZnT-Transportern sorgen die Mitglieder der ZIP-Familie für 
die Zinkaufnahme in das Cytoplasma einer Zelle. Diese wurden nach den ersten 
beiden Mitgliedern dieser Familie benannt. Zrt1 („Zinc-regulated-transporter-1“) 
wurde in Saccharomyces cerevisiae gefunden und Irt1 („Iron-regulated-transporter-
1“) in Arabidopsis thaliana (Eide et al., 1996; Zaoh et al., 1996a, 1996b). Obwohl 
man bereits fast 80 Gene dieser Familie identifizierte, davon 15 in menschlichen 
Zellen, wurden bisher nur fünf humane Proteine entdeckt und nur zwei davon, 
hZIP1 und hZIP2, näher charakterisiert. Durch das Screening von cDNA 
Bibliotheken wurde herausgefunden, dass hZIP1 in vielen verschiedenen Zellen und 
Geweben exprimiert wird, wohingegen hZIP2 zuerst nur im Gewebe der Prostata 
und des Uterus entdeckt wurde (Gaither und Eide, 2000). Experimente mit K562 
erythroleukämischen Zellen zeigten, dass sowohl hZIP1 als auch hZIP2 in der 
Plasmamembran lokalisiert sind. Wenn die Proteine überexprimiert wurden, ließ 
sich eine erhöhte Zinkaufnahme-Aktivität beobachten (Gaither und Eide, 2000, 
2001b). hZIP1 ist das endogene Zinkaufnahme-System in diesen Zellen (Gaither 
und Eide, 2001b).  
Für die Aktivität von hZIP2 wurde beschrieben, dass sie zeit-, temperatur- und 
konzentrationsabhängig sowie sättigbar ist. Die Aktivität konnte durch andere 
Metalle inhibiert werden, war weder energieabhängig noch wurde ein K+ oder Na+ -
Gradient benötigt und schien einem HCO3- Cotransport-Mechanismus zugrunde zu 
liegen (Gaither und Eide, 2000). In THP-1 Zellen ließ sich hZIP2 am stärksten 
durch Zink regulieren (Cousins et al., 2003). 
Über die Verteilung von hZIP3 im humanen Gewebe und dessen Funktion wurde bis 
jetzt nichts publiziert. Lediglich in Mauszellen wurde beobachtet, dass mZIP3 bei 
Zinkdefizienz vermehrt auf der Zelloberfläche exprimiert wurde und dann mit einer 
erhöhten Zinkaufnahme korreliert werden konnte (Wang F et al., 2004a).  
hZIP4 wird ausschließlich im Dünndarm exprimiert. Die Erbkrankheit 
Acrodermatitis enteropathica, welche sich durch ein Zinkdefizienz-Syndrom 
auszeichnet, wird auf eine Mutation des Gens SLC39A4 zurückgeführt, welches für 
hZIP4 kodiert (Wang K et al., 2002; Kim et al., 2004; Wang F et al., 2004b). Im 
Gegensatz dazu wird das kürzlich entdeckte hZIP5 neben dem Dünndarm auch in 
anderen Geweben exprimiert und scheint eine antagonistische Funktion zum hZIP4 
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in der Zinkhomöostase zu übernehmen. Während hZIP4 an der apikalen Seite von 
Enterocyten lokalisiert ist, sich für die Aufnahme von Zink aus dem Darmlumen 
verantwortlich zeichnet und bei Zinkdefizienz heraufreguliert wird, ist hZIP5 auf 
der basolateralen Seite der Enterocyten zu finden und wird bei Zinkdefizienz 
herunterreguliert (Dufner-Beattie et al., 2004; Wang F et al., 2004c). Es wird daher 
angenommen, dass hZIP5 eine zentrale Rolle in der Kontrolle des Zinkstatus des 
Organismus spielt und bei einem Überangebot Zink aus dem Blut über die Zellen 
des Dünndarms ausschleust. Die Abbildung 1 fasst die Lokalisierung und die 
Transportrichtung der verschiedenen Transporter zusammen. 
 
 
 
 
Abb.1: Zelluläre Verteilung der Zinktransporter. 
Die gezeigte Zelle ist repräsentativ für polarisierte und nicht-polarisierte Zellen. Die 
Mitglieder der ZnT-Familie sind hauptsächlich für die Senkung des cytoplasmatischen 
Zinkspiegels verantwortlich, während die ZIP-Transporter diesen erhöhen. Die Rolle von 
ZnT8 ist dabei noch nicht geklärt. 
 
 
1.5. Gemischte Lymphocytenkultur (MLC) 
Bei der gemischten Lymphocytenkultur (MLC) handelt es sich um ein etabliertes in 
vitro-Modell der Transplantationsmedizin, das routinemäßig vor Knochenmarks-
transplantationen durchgeführt wird (Maclaurin, 1965; Bach, 1976). Diese Methode 
erkennt sowohl MHC-II-Inkompatibilitäten als auch Minor-Inkompatibilitäten 
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(Danzer et al, 1994a). Dabei handelt es sich um Antigene, die zu einer starken 
Reaktion in der MLC führen.  
Als Beurteilungskriterium für das Ergebnis einer MLC wird im Allgemeinen die T-
Zell-Proliferation im [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay gemessen. Der Nachteil dieses 
Testverfahrens liegt einerseits darin, dass es nicht möglich ist, eine klare ja-nein-
Aussage über die Aktivierung und die Proliferation der Zellen zu treffen, da jedes 
Mal ein individueller Grenzwert gesetzt werden muss, und andererseits in der langen 
Dauer des Tests (Bonfichi et al., 1993). Das TH1-Cytokin IFN-γ stellt einen 
entscheidenden Parameter in der MLC dar und kann als sensitiver Marker der 
direkten T-Zell-Aktivierung gewertet werden (Danzer et al., 1994b; 1996). Cytokine 
sind wesentlich an der Regulation der Abstoßungsreaktion beteiligt (Dickinson et 
al., 1994; Noronha et al., 1992). Der Vorteil der Cytokinmessung mittels IFN-γ liegt 
in der Möglichkeit, eine klare ja-nein Aussage treffen zu können. 
Bei der MLC kann man zwischen der one-way-MLC und der two-way-MLC 
unterscheiden. Bei der one-way-MLC werden die Lymphocyten des einen Spenders 
mit γ-Strahlen bestrahlt, was zur Folge hat, dass diese zwar nicht mehr proliferieren 
können, aber noch in der Lage sind, Cytokine zu produzieren (Danzer et al., 1994a). 
Dabei bleiben ihre Oberflächenstrukturen erhalten, so dass die funktionell aktiven 
Zellen des anderen Spenders auf diese Oberflächenstrukturen reagieren können. Bei 
der two-way-MLC werden die Zellen beider Spender unbehandelt zusammen 
inkubiert und dann im Falle der Cytokinmessung das IFN-γ gemessen. 
Es wurde gezeigt, dass Zink in der Lage ist, konzentrationsabhängig die IFN-γ 
Sekretion in der MLC zu inhibieren (aCampo et al., 2001). Zink reduzierte bereits in 
einer Konzentration von 50 µM die allogene Reaktion in der MLC genauso effektiv 
wie Ciclosporin, einem Standard-Immunsuppressivum, ohne dabei die Reaktion auf 
Antigene zu stören (Faber et al., 2004). Die Inhibition der MLC durch Zink gelang 
ebenso in ex vivo Versuchen, bei denen die PBMC von gesunden, männlichen 
Probanden vor und nach einer Woche der oralen Zinkeinnahme für MLC-Ansätze 
verwendet wurden (Faber et al., 2004). 
Daneben gibt es anti-CD45-Antikörper, die in der Lage sind, die allogene Reaktion 
in der MLC zu inhibieren (Lazarovits et al., 1992). CD45 spielt eine wichtige Rolle 
bei der T-Zell-Aktivierung über den T-Zell-Rezeptor (TCR). Es ist eine 
Proteintyrosin-Phosphatase, die durch die Dephosphorylierung dafür sorgt, dass bei 
der Aktivierung der T-Zelle die Src-Kinase Lck aktiviert wird, die sich an den TCR 
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anlagert und somit das Signal weiterleitet (Singer und Koretzky, 2002). Es wird 
vermutet, dass anti-CD45-Antikörper durch Hemmung der proliferativen Antwort 
von T-Zellen auf allogene Stimulation die Reaktion in der MLC inhibieren (Ko et 
al., 2002). 
 
 
1.6. Zink und Apoptose 
Leben und Sterben von Zellen muss stets in Balance bleiben, damit die Gewebe-
Homöostase gewährleistet ist. Zu starkes Wachstum ohne Tod kann zu einer ernsten 
Störung führen und in der Entstehung von Krebs resultieren (Hanahan und 
Weinberg, 2000). Die Apoptose, der programmierte Zelltod, verhindert 
natürlicherweise diese Entartung und wird durch verschiedene Mechanismen 
reguliert. Man unterscheidet dabei hauptsächlich zwei Wege: der extrinsische Weg 
wird über sogenannte Todesrezeptoren auf der Zelloberfläche ausgelöst; der 
intrinsische Weg über die Mitochondrien vermittelt. Beide Wege führen zur 
Aktivierung von Caspasen, die zelluläre Substrate spalten und somit die 
charakteristischen biochemischen und morphologischen Veränderungen auslösen 
(Igney und Krammer, 2002).  
Seit einiger Zeit ist bekannt, dass Zink in die Regulation der Apoptose eingreifen 
kann, allerdings ist die Rolle von Zink dabei noch nicht vollständig geklärt. Viele 
Studien ergaben, dass Zink in der Lage ist, Apoptose zu inhibieren (Truong-Tran et 
al., 2001). Es wurde festgestellt, dass Zink die Aktivität verschiedener Caspasen 
inhibieren kann (Stennicke und Salvesen, 1997; Maret et al., 1999; Kown et al., 
2000). Außerdem zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass Tiere eine erhöhte 
Resistenz gegenüber Toxinen aufwiesen, wenn sie zuvor mit Zink supplementiert 
worden sind (Matsushita et al., 1996; Kuo et al., 1997).  
Zinkdefizienz hingegen führte in Tieren zu einem häufigeren Vorkommen von 
apoptotischen Zellen (Zalewski und Forbes, 1993), was durch zahlreiche in vitro 
Untersuchungen unterstützt wird. Diese wiesen eine höhere Apoptoserate für Zellen 
auf, welche im zinkdepletierten Medium oder mit TPEN, einem Zink-Chelator, 
kultiviert wurden (Zalewski et al., 1993; Treves et al., 1994). Die durch Zinkentzug 
ausgelöste Apoptose zeigte alle typischen morphologischen Veränderungen und war 
Caspase-3 abhängig (Toung-Tran et al., 2000; Chai et al., 2000). Ferner wirkt der 
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Zinkentzug synergistisch mit anderen Faktoren, da Zellen bei Zinkmangel stärker 
mit Apoptose auf Toxine reagierten (Meerarani et al., 2000).  
Andererseits ist bekannt, dass Zink in hohen Konzentrationen sowohl Apoptose als 
auch Nekrose induzieren kann (Sensi er al., 1999; Untergasser et al., 2000; 
Hamatake et al., 2000). Kürzlich wurde gezeigt, dass Zink auch in niedrigen 
Konzentrationen den Zelltod auslösen kann und dabei Caspasen aktiviert (Kondoh et 
al., 2002; 2005). 
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2. Zielsetzung 
 
Trotz der Erkenntnisse der letzten Jahre über den Einfluss von Zink auf das 
Immunsystem herrscht dennoch Unklarheit über die genauen Mechanismen. In der 
vorliegenden Arbeit sollen daher mit immunologischen sowie zell-, protein- und 
molekularbiologischen Arbeitstechniken die direkten und indirekten Wirkungen der 
Zinkstimulation sowie die Eigenschaften von Zinkaufnahmetransportern näher 
charakterisiert werden. 
 
Da die Monocyten die primären Zielzellen einer Zinkstimulation darstellen, werden 
im ersten Teil dieser Arbeit verschiedene Monocytenzelllinien hinsichtlich einer 
direkten Stimulierbarkeit untersucht, wobei auch der Vergleich zu anderen 
Leukocytensubpopulationen vorgenommen wird. Versuche mit strukturell ähnlichen 
Kationen sollen ferner die Zinkspezifität belegen. Außerdem wird überprüft, ab 
welchen Konzentrationen Zink in intrazelluläre Mechanismen eingreifen kann. 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Distribution und 
Charakterisierung von hZIP Zinkaufnahmetransportern in mononucleären Zellen. Es 
sollen Expressionsprofile der hZIPs in verschiedenen Zelllinien und primären Zellen 
erstellt, der Einfluss von Zink und des Zink-Chelators TPEN auf die Expression 
sowie die Auswirkung der Expressionshöhe auf die Zellfunktion untersucht werden. 
Dabei wird der Bedeutung von Zink für die Apoptose von Zellen besondere 
Aufmerksamkeit geschenkt. 
Der dritte Teil dieser Arbeit hat zum Ziel, Wechselwirkungen von Zink mit 
intrazellulären Signaltransduktionswegen aufzuklären. Ausgehend von der 
Erkenntnis, dass Zink die Reaktion in der gemischten Lymphocytenkultur inhibieren 
kann, soll die Interaktion von Zink mit verschiedenen Interleukinen auf zellulärer 
und molekulare Ebene untersucht werden unter besonderer Berücksichtung von 
CD45, welches bei der Zellaktivierung eine besondere Rolle spielt. 
 
Die in dieser Arbeit untersuchten Mechanismen zur Zinkstimulation sowie die 
Beschreibung der Zinkaufnahmetransporter sollen einerseits zum Verständnis der 
Zinkwirkung in vitro beitragen und andererseits aber auch Grundlagen für einen 
Einsatz von Zink in der Therapie in vivo legen. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Material 
 
3.1.1.  Geräte 
• Analysenwaage, 770/GS/GJ (Kern und Sohn, Balingen-Fommern) 
• Belichtungskassette-K für Röntgenfilme, 20x25 cm (BioRad Laboratories, 
München) 
• Blot-Transfer-Kammer, Mini-Trans (BioRad Laboratories, München) 
• Brutschrank, 5042E (Heraeus, Osterode) 
• Bürkerkammer mit Deckgläschen (Brand, Wertheim) 
• CO2-Inkubator, Cytoperm (Heraeus, Osterode) 
• CO2-Inkubator, MCO-17 AIC (Sanyo Fischer, München) 
• Cytosensor Microphysiometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 
• Durchflusscytometer, FACS-Calibur (Becton-Dickinson, Heidelberg) 
• Elektrophorese-Kammer, Mini-Protean 3 (BioRad Laboratories, München) 
• Elektrophorese-Netzgerät, Power-Pack 300 System (BioRad Laboratories, 
München) 
• Elektrophorese-Kammer, Mini-Sub Cell GT (BioRad Laboratories, 
München)  
• ELISA-Reader, Magellan (Tecan, Crailsheim) 
• ELISA-Washer, Atlantis (Asys Hitech, Eugendorf) 
• Entwickler, Agfa Cruix HT350 (Agfa, Köln) 
• Folienschweißgerät, Polystar 100 (Rische und Herfurth, Hamburg) 
• Gefrierschrank, -20°C (Bosch, München) 
• Gefrierschrank, -80°C, MDF-U71VS (Sanyo, Gunma, Japan) 
• Kühlschrank, +4 - +8°C (Bosch, München) 
• Laborwaage, 1265MP (Sartorius AG, Göttingen) 
• Magnetrührer, MR3001 (Heidolph, Schwabach) 
• Mikrowellenherd, NN-A850W (Panasonic Deutschland, Hamburg) 
• Mikroskop, Dialux 22ED (Leitz, Wetzlar) 
• Multipipette, Multipette plus (Eppendorf, Hamburg) 
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• pH-Meter, HI9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein) 
• Photometer, BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipetten, 0,5-10 µl, 10-100 µl und 100-1000 µl, Research (Eppendorf, 
Hamburg) 
• Pipettierhilfe, Pipettus akku (Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt) 
• Schüttler HS 250 basic (IKA-Werke, Staufen) 
• Szintillationszähler, 1219 Rackbeta (LBK Wallac, Freiburg) 
• Sony Video Graphic Printer UP-895CE (Sony, Tokyo, Japan) 
• Standzentrifuge, Varifuge 3.0RS (Heraeus, Osterode) 
• Standzentrifuge, Z 400 K (Hermle, Wehingen) 
• Sterile Werkbank, KR130 und KR-210 (Kojar, Vilppula, Finnland) 
• Taqman-PCR-Gerät, Sequence Detection System 7000 (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) 
• Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg) 
• Tischzentrifuge, 5417 R (Eppendorf, Hamburg) 
• Tischzentrifuge, Biofuge A (Heraeus, Osterode) 
• UV-Cleaner Box, UVC/T (Lab4You, Berlin) 
• UV-Dokumentationskammer, Universal Hood (BioRad Laboratories, 
München) 
• Vortex, Reax (Heidolph, Schwabach) 
• Zellerntegerät, PHD (Cambrigde Technology, Watertown, USA) 
• Zellzählgerät, Casy 1 TT (Schärfe System, Reutlingen) 
 
3.1.2. Laborbedarf 
• Bakterienfilter, 0,2 µM (Pall, Dreiech) 
• Capsule inserts (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 
• Capsule spacer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 
• Casy cups (Schärfe-System, Reutlingen) 
• Cellscraper, 25 cm (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Einmalküvetten, 10x4x45 mm (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Erlenmeyerkolben, 250 ml (Schott, Mainz) 
• FACS-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Filterpapier 3MM (Whatman, Maidstone, Großbritannien) 
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• Fotopapier URP-110HG (Sony, Tokyo, Japan) 
• Frischhaltefolie (RUF, Bremen) 
• Gel Blotting Papier GB003 (Schleicher und Schuell, Dassel) 
• Glasfaserzuschnitte, GF8 38x242 mm (Dunn Labortechnik, Asbach) 
• Glasplatten, Outer Glass PLT W/1.5 mm, M-P 3 (BioRad Laboratories, 
München) 
• Glasplatten, Short Plates, M-P 3 (BioRad Laboratories, München) 
• Klebefolien, Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems, Foster City, 
USA) 
• Kunststoffröhrchen, steril, mit Schraubverschluß, 15 ml und 50 ml (Greiner, 
Nürtingen) 
• Latex Einmalhandschuhe (Kimberley-Clark, Zaventem, Belgien) 
• Mikrotiterplatte, Rundboden (Greiner Bio One, Frickenhausen) 
• Nitrocellulosemembran (0,45 µm) (BioRad Laboratories, München) 
• PCR-Reaktionsgefäß, 0,2 ml (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipettenspitzen Combitips, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml und 10ml (Eppendorf, 
Hamburg) 
• Pipettenspitzen, 100-1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipettenspitzen, 1-10 µl und 10-100 µl (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Pipettenspitzen, gestopft, 1-10 µl, 10-100 µl und 100-1000 µl (Biozym, 
Oldendorf) 
• Polyethylen-Röhrchen, 6 ml (Packard Bioscience, Groningen, Niederlande) 
• PPN-Röhrchen mit Verschlußkappe, steril, 5 ml (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Reaktionsgefäße, 1,5 ml (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Reaktionsplatten, MicroAmp Optcical 96-Loch (Applied Biosystems, Foster 
City, USA) 
• Röntgenfilm, X-OMAT UV Film (Kodak Deutschland, Stuttgart) 
• Schlauchfolie, PE, 0,2 mm (VWR International, Darmstadt) 
• Schwammkissen, 8x11 cm (BioRad Laboratories, München) 
• Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 ml (Greiner, Nürtingen) 
• UV-Einmalküvetten, UVette 220-1600 nm (Eppendorf, Hamburg) 
• Vakuumfilter, Stericup-GV (Millipore, Schwalbach) 
• Zellkulturflaschen, Nunclon Surface, 25 cm2 (Nunc, Roskilde, Dänemark) 
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• Zellkulturflaschen, Polystyrene, 25 cm2 (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Zellkulturplatte, 24-Loch (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zellkulturplatte, 6-Loch (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zellkulturplatte, 96-Loch, Flachboden (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zellkulturplatte, 96-Loch, Rundboden (Becton Dickinson, Heidelberg) 
• Zellkulturplatten mit Einsätzen, Transwell 12 mm, 3 µM Porengröße 
(Corning, Acton, USA) 
• Zellkulturschale, 100 mm (Sarstedt, Nümbrecht) 
 
 
3.1.3. Zellkulturmedien und Mediumzusätze 
• β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 
• Agarose Cell Entrapment Medium (Molecular Devices , Sunnyvale, USA) 
• FCS, Fetales Kälberserum (PAA Laboratories, Pasching, Österreich) 
• Ficoll-Trennlösung 1,077 g/ml (Biochrom, Berlin) 
• Heparin-Natrium, Liquemin N 5000 (Roche, Mannheim) 
• Kulturmedium IMDM (Cambrex, Verviers, Belgien) 
• Kulturmedium RPMI 1640 (Cambrex, Verviers, Belgien) 
• Kulturmedium Ultradoma, proteinfrei (Cambrex, Verviers, Belgien) 
• L-Glutamin, 200mM (Cambrex, Verviers, Belgien) 
• Modifziertes C-RPMI 1640 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 
• Natrium-Pyruvat, 100 mM (Cambrex, Verviers, Belgien) 
• Nicht-essentielle Aminosäuren, 100x (Cambrex, Verviers, Belgien) 
• PBS, Dubecco´s Phosphate Buffered Saline ohne Ca2+ und Mg2+, 1x 
(Cambrex, Verviers, Belgien) 
• Penicillin 10000 U/ml + Streptomycin 10000 µg/µl (Cambrex, Verviers, 
Belgien) 
 
 
3.1.4. Immunologische Reagenzien 
• Esel-anti-Huhn-Sekundärantikörper-IgG-FITC konjugiert (Dianova, 
Hamburg) 
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• Huhn-anti-human-ZIP1-IgY, unkonjugiert (zur Verfügung gestellt von Dr. 
Franklin, Baltimore, USA) 
• IL-1β, rekombinant, human (Strathmann, Hannover) 
• IL-2, rekombinant, human (PAN Systems, Nürnberg) 
• IL-4, rekombinant, murin (PeproTech, Rocky Hill, USA) 
• IL-6, rekombinant, human (Strathmann, Hannover) 
• Kaninchen-anti-Phospho-STAT3 (Tyr705) (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-Phospho-STAT5 (Tyr694) (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-Phospho-STAT6 (Tyr641) (Cell Signaling, Beverly, USA)  
• Kaninchen-anti-STAT3 (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-STAT5 (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Kaninchen-anti-STAT6 (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• LPS, Lipopolysaccharid aus Escherichia coli Serotyp O111:B4 (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Maus-anti-human-CD19-IgG1,κ-PE konjugiert (BD Biosciences Pharmingen, 
Heidelberg) 
• Maus-anti-human-CD45 IgG1, unkonjugiert (eigene Herstellung) 
• PWM, Lektin aus Phytolacca americana (Sigma-Aldrich Chemie, 
Steinheim) 
• Ratte-anti-Maus-CD45-IgG2b,κ-FITC konjugiert (BD Biosciences 
Pharmingen, Heidelberg) 
• Ratte-IgG2b,κ-Isotypkontrolle-FITC konjugiert (BD Biosciences Pharmingen, 
Heidelberg) 
• SPEA, Streptococcus pyogenes erythrogenes toxin A (zur Verfügung gestellt 
von Dr. Gerlach, Jena) 
• Ziege-anti-Biotin-Sekundärantikörper-HRP konjugiert (Cell Signaling, 
Beverly, USA) 
• Ziege-anti-Kaninchen-Sekundärantikörper-HRP konjugiert (Cell Signaling, 
Beverly, USA) 
• Ziege-anti-Maus-Sekundärantikörper-PE konjugiert (polyklonal) (BD 
Biosciences Pharmingen, Heidelberg) 
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3.1.5. Molekularbiologische Reagenzien 
• 123 bp Leiter (Gibco, Karlsruhe) 
• dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 mM (Applied Biosystems, 
Warrington, Großbritannien) 
• HotStar-Taq, 5 U/µl (Qiagen, Hilden) 
• PCR-Puffer, 15 mM (Qiagen, Hilden) 
• Rox, 100 mM (TIB MOLBIOL, Berlin) 
 
 
3.1.6. Sonstige Reagenzien 
• β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 
• Acrylamid/bis-Acrylamid, 30%ige Lösung (Sigma-Aldrich Chemie, 
Steinheim) 
• Agarose (Gibco, Karlsruhe) 
• Ammoniumpersulfat (BioRad Laboratories, München) 
• Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen) 
• Borsäure (Merck, Darmstadt) 
• Bromphenolblau (Merck, Darmstadt) 
• BSA, Albumin aus Rinderserum (Fluka, Buchs, Schweiz) 
• Calciumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• Camptothecin (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Cobaltsulfat (Merck, Darmstadt) 
• DMSO, Dimethyl-Sulfoxid (Merck, Darmstadt) 
• DTT, Dithiothreitol (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• EDTA, Ethylendinitrilotetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat (Merck, 
Darmstadt) 
• Essigsäure, 100% (Merck, Darmstadt) 
• Ethanol, absolut (J.T. Baker, Deventer, Niederlande) 
• Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• FluoZin3 (Molecular Probes, Eugene, USA) 
• Glycerol, reinst (Merck, Darmstadt) 
• Glycin (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Lipoluma Plus (Lumac LSC B.V., Groningen, Niederlande) 
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• L-Leucyl-L-Leucin-Methylester (Bachem, Heidelberg) 
• LumiGLO, Luminol Chemiluminescenz Substrat (Cell Signaling, Beverly, 
USA) 
• Magermilchpulver (Trade Service International, Zeven) 
• Magnesiumchlorid, 25mM (Qiagen, Hilden) 
• Methanol (Universitätsklinikum, Aachen) 
• Methyl-3H-Thymidin (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, 
Großbritannien)  
• Natriumazid (Merck, Darmstadt)  
• Natriumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• Natriumvanadat (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Nickelsulfat (Merck, Darmstadt) 
• Pefabloc SC (Roche Diagnostics, Mannheim) 
• Peroxid (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Ponceau S (Fluka, Buchs, CH) 
• Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Protein-Leiter, biotinyliert (Cell Signaling, Beverly, USA) 
• Pyrithion (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Saccharose (Merck, Darmstadt) 
• SDS, Sodiumdodecylsulfat (Merck, Darmstadt) 
• Sucrose (Merck, Darmstadt) 
• TEMED,  N, N, N´, N´-Tetramethylenthylendiamin (Sigma-Aldrich Chemie, 
Steinheim) 
• TPEN,  N, N, N´, N´-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-ethylendiamin (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim) 
• TrisBase, Tris(hydroxymethyl-)-aminomethan (Merck, Darmstadt) 
• TrisHCl, Tris(hydroxymethyl-)-aminomethan-hydrochlorid (Merck, 
Darmstadt) 
• Triton X-100 (Merck, Darmstadt) 
• Trypan-Blau-Lösung (0,4%) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
• Tween 20 (Merck, Darmstadt) 
• Xylencyanol (Merck, Darmstadt) 
• Zinksulfat (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 
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3.1.7. Kommerziell erhältliche Kits 
• BioRad Protein Assay Farbstoffkonzentrat (BioRad Laboratories, München) 
• Komponentenset zur Herstellung eines IFN-γ-ELISAs, human (BD 
Biosciences Pharmingen, Heidelberg) 
• Komponentenset zur Herstellung eines TNF-α-ELISAs, human (BD 
Biosciences Pharmingen, Heidelberg) 
• Reverse Transcription System (Promega, Heidelberg) 
• RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) 
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3.2. Methoden 
 
3.2.1. Isolierung von mononucleären Zellen  
Nach der Gewinnung des Erythrocytenkonzentrats und des Plasmas aus 
Vollblutkonserven bleibt eine angereicherte Leukocytenfraktion („buffy coat“) 
übrig, die als Ausgangsmaterial für die Isolierung von PBMC (mononucleäre Zellen 
des peripheren Blutes) verwendet wird. Nach der Dichtegradienten-Zentrifugation 
der Leukocytenfraktion befinden sich die gewünschten PBMC in einer Interphase 
unterhalb des Plasmas, während sich die Granulocyten und Erythrocyten im Pellet 
befinden. Nach dem Waschen werden die isolierten Zellen in Medium suspendiert 
und auf die gewünschte Zellzahl eingestellt. Für real-time PCR-Experimente und 
Untersuchungen der MLC wurden auch PBMC aus Vollblut isoliert, welches den 
Probanden in Röhrchen mit Heparin-Natrium (50 I.E./ml Blut) abgenommen wurde. 
 
Lösungen: 
Wasch-Lösung (pH 7,4) PBS 
Dichtegradienten-Lösung Ficoll: 1,077 g/ml 
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen: 
10% FCS (30 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
Protokoll: 
• die angereicherte Leukocytenfraktion bzw. das venöses Blut mit PBS im 
Verhältnis 1:1 verdünnen  
• in einem 50 ml Röhrchen 25 ml Dichtegradienten-Lösung vorlegen und mit     
25 ml der verdünnten Blutlösung überschichten 
• 20 min. bei 600 g und 20°C zentrifugieren (dabei möglichst langsam 
beschleunigen und abbremsen) 
• den hellen Ring der Interphaseschicht mit den mononucleären Zellen abnehmen 
• die gewonnenen Zellen 3x mit PBS waschen (10 min. bei 300 g, RT)  
• die Zellen in 10 ml RPMI 1640 Kulturmedium aufnehmen und die Zellzahl im 
Casy Zellzähler bestimmen  
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Die PBMC werden nach Isolierung für folgende Versuchsansätze verwendet: 
• Durchführung von verschiedenen MLC Untersuchungen (3.2.2.) 
• Transformation mit Epstein-Barr-Virus (3.2.3.) 
• Vorkultivierung mit Zink und TPEN mit anschließender real-time PCR-
Untersuchung (3.2.7. – 3.2.9.) 
• funktionelle Untersuchungen (3.2.14.) 
 
 
3.2.2. Präparation der gemischte Lymphocytenkultur (MLC) 
Nach Ficoll-Trennung werden die Zellsuspensionen für die verschiedenen 
Kulturansätze in verschiedene Zellkulturplatten gegeben, um optimale 
Voraussetzungen für die weiteren Präparationen zu schaffen. Die Inkubation erfolgt 
stets bei 37°C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit ohne Mediumwechsel. Das 
Zellwachstum und die Kulturbedingungen werden durch mikroskopische Kontrollen 
verfolgt. 
 
Lösung: 
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen: 
10% FCS (30 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
Zink-Lösung 2 mM in proteinfreiem Medium (3.2.5) 
Anti-CD45-Lösung 0,299 µg/µl in Kulturmedium 
 
Die MLC wird hier stets als two-way MLC durchgeführt, was bedeutet, dass die 
PBMC von zwei verschiedenen Spendern zu gleichen Teilen miteinander gemischt 
wurden, ohne dass eine der Zellpopulationen zuvor inaktiviert wurde. 
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Für diese Untersuchungen werden zwei verschiedene Methoden verwendet: 
• Bestimmung der IFN-γ Sekretion mittels ELISA (3.2.12) 
• Proliferationsmessung mittels [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay (3.2.14)  
 
Protokoll für die Bestimmung der IFN-γ Sekretion: 
• die PBMC auf ein Dichte von 2x106 Zellen/ml einstellen und mit Zink          
(50 µM) für 15 min. vorinkubieren 
• die PBMC von zwei verschiedenen Spendern werden 1:1 (je 1 ml) gemischt, 
in eine 6-Loch Platte ausgesät und inkubiert 
• die Zellsuspensionen werden nach 5 Tagen bei 300 g zentrifugiert und die 
Überstände bis zur ELISA-Messung bei -80°C weggefroren 
 
Um die zeitliche Stabilität der IFN-γ Sekretion zu überprüfen, werden MLCs mit 
den PBMC von vier gesunden, männlichen Spendern zu zwei verschiedenen 
Zeitpunkten durchgeführt. Dabei werden die PBMC am Tag 0 isoliert und für MLC-
Ansätze verwendet. Am Tag 10 wird diese Prozedur mit den gleichen Spendern 
wiederholt. 
 
Protokoll für die Proliferationsmessnug: 
• die PBMC auf eine Konzentration von 5x105 Zellen/ml einstellen und mit 
Zink (50 µM), dem anti-CD45-Antikörper (1 µg/ml) oder mit beiden für      
15 min. vorinkubieren 
• die PBMC von zwei verschiedenen Spendern werden 1:1 (je 1 ml) gemischt, 
in eine 96-Loch Platte ausgesät 
• nach 4 Tagen Inkubation wird mit den Proben entsprechend dem Protokoll 
des [3H]-Thymidin-Aufnahmeassays verfahren (3.2.15.) 
 
 
3.2.3. Transformation von PBMC mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) 
Da die lebenslange EBV-Infektion der B-Lymphocyten in vivo durch T-Zellen 
begrenzt wird, müssen die T-Zellen vor der Infektion der PBMC mit dem EBV-
haltigen Überstand eliminiert werden. 
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Lösungen: 
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen: 
2% FCS (30 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
T-Zell-Depletionsmedium: 
RPMI 1640 
zusetzen: 
2% FCS (30 min. bei 56°C inaktiviert) 
0,85% L-Leucyl-L-Leucin-Methylester 
0,1% Methanol 
Komplettmedium: IMDM zusetzen: 
18% FCS (30 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
EBV-haltiger Überstand Überstand von B95 -8 Zellen  
 
Protokoll: 
• 5 ml PBMC in Kulturmedium (1x107 Zellen/ml) mit 5 ml T-Zell-
Depletionsmedium für 15 min. inkubieren 
• 3x mit Kulturmedium waschen 
• Pellet in 3 ml EBV-haltigem Überstand resuspendieren und für 2 h in einer 
6-Loch Platte inkubieren 
• IMDM Komplettmedium zugeben und Inkubation über Nacht fortsetzen 
• am Folgetag Zellen waschen, in frischem IMDM Komplettmedium 
aufnehmen und in eine 96-Loch Platte (Rundboden) aussähen (1-3x104 
Zellen/Vertiefung) 
• nach einigen Tagen die lymphoblastoiden Zellen zusammenführen und in 
Zellkulturflasche anzüchten 
• bei Erreichen der benötigten Zellzahl wurden real-time PCR-Experimente 
durchgeführt (3.2.7.-3.2.9.) 
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3.2.4. Zellkulturen 
Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturlinien werden stets bei 37°C, 5% CO2 
und gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Diese Stammkulturen werden in 
Zellkulturflaschen in Konzentrationen von 2x105 Zellen/ml angesetzt. In der 
folgenden Übersicht sind sowohl die Kulturmedien als auch die Kulturzusätze den 
einzelnen Zelllinien zugeordnet: 
 
Zellline Kulturmedium Zusätze 
HL-60 
THP-1 
RAJI 
RPMI 1640 10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
JURKAT 
 
RPMI 1640 10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
1% Na-Pyruvat 
1% NEA 
CTLL-2 Kulturmedium:  
RPMI 1640 
 
 
 
 
 
 
Testmedium:  
RPMI 1640 
Kulturmedium:  
10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
1% Na-Pyruvat 
1,8µl β-Mercaptoethanol 
30 U/ml IL-2 
 
Testmedium: 
10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
1% Na-Pyruvat 
1,8 µl β-Mercaptoethanol 
 
 
 
 
27 
Material und Methoden 
B9 Kulturmedium:  
IMDM 
Kulturmedium: 
5% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
2,5 µl β-Mercaptoethanol 
0,1% IL-6-haltiger Überstand 
B9 Testmedium:  
IMDM 
Testmedium: 
10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
2,5 µl β-Mercaptoethanol 
EL-4 6.1 RPMI 1640 5% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
Die Zellen werden zweimal wöchentlich nach mikroskopischer Kontrolle 
gezählt, auf die entsprechenden Zellkonzentrationen eingestellt und in frisches 
Medium umgesetzt. 
 
 
3.2.5. Präparation der Zellkulturzusätze 
Die Zink- und Kontrollsalze (ZnSO4, CaCl2, CoSO4, NiSO4) wurden zu einer 
100 mM Stammlösung in Aqua ad iniectabilia gelöst. Unmittelbar vor Zugabe 
zu den Zellkulturen wird die Stammlösung zu einer 10 mM Lösung in Aqua 
ad iniectabilia und danach zu einer 2 mM Lösung in proteinfreiem Medium 
(Ultradoma) weiterverdünnt, mittels eines Bakterienfilters (Porengröße        
0,2 µm) steril filtriert und, wenn nötig, auf niedrigere Konzentrationen in 
Kulturmedium eingestellt. Unabhängig von dem in der Zellkultur verwendeten 
Medium wird immer proteinfreies Medium zur Verdünnung der Zink- und 
Kontrollsalze benutzt, um die Bindung der Ionen an Serumproteine sowie ein 
Ausfallen in Lösung zu minimieren. CaCl2 wurde verwendet, da CaSO4 
schwer wasserlöslich ist. 
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3.2.6. Untersuchungen mit dem Cytosensor Mikrophysiometer 
Das Cytosensor Mikrophysiometer detektiert die Reaktion von Zellen auf 
Reagenzien dadurch, dass es den Acidifizierungsgrad des umgebenden Mediums mit 
Hilfe eines Silikonsensors misst. Dabei sind die Zellen zwischen zwei durchlässigen 
Membranen in einer speziellen Zellkapsel eingeschlossen und werden über einen 
kontrollierten Zustrom mit Medium versorgt. Die zu untersuchende Substanz kann 
in die Zellkammer eingeleitet und für einen bestimmten Zeitraum mit den Zellen 
inkubiert werden. Resultiert daraus eine veränderte metabolische Aktivität der 
Zellen, so ist auch die Exkretionsrate von bestimmten Säureprodukten verändert, 
was zu einer Modifikation der Oberflächenladung des potentiometrischen Sensors 
führt. Diese Modifikation wird vom Cytosensor System als eine Signalveränderung 
gegenüber der Ausgangsacidifizierung angezeigt. 
 
Lösungen: 
Laufmedium:  
modifiziertes C-RPMI 1640 
zusetzen: 
1% BSA 
Zink-Lösung 100 mM Stammlösung  
in Aqua ad iniectabilia 
Calcium-Lösung 100 mM Stammlösung  
in Aqua ad iniectabilia 
Nickel-Lösung 100 mM Stammlösung  
in Aqua ad iniectabilia 
Cobalt-Lösung 100 mM Stammlösung  
in Aqua ad iniectabilia 
 
Protokoll: 
Zellpräparation: 
• das Cytosensor(C)-RPMI 1640 Medium frisch in Aqua dest. lösen und steril 
filtrieren 
• die Low-melting-Agarose zum Schmelzen bringen und bei 37°C verwahren 
• 1x106 Zellen abzentrifugieren und in 75 µl C-RPMI 1640 aufnehmen  
• die Suspension mit 25 µl der geschmolzenen Agarose mischen 
• 10 µl dieser Suspension in die Mitte der Membran der Zellkapsel auftragen 
(man erhält 1x105 Zellen/Zellkapsel) 
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• die Agarose 5-10 min. aushärten lassen 
• C-RPMI 1640 Medium in die Zellkapsel geben, das Insert einsetzten und 
blasenfrei auf die Agarose-Zellsuspension sinken lassen, so dass die Zellen 
zwischen den Membranen der Zellkapsel und des Inserts eingeschlossen sind 
• C-RPMI 1640 in eine Sensorkammer geben und die Zellkapsel hineinstellen 
 
Vor dem eigentlichen Experiment werden die Leitungen mit C-RPMI 1640  
15 min. gespült. 
Versuchdurchführung: 
• die Sensorkammer mit der Zellkapsel auf den dafür vorgesehenen Platz im 
Cytosensor stellen und arretieren 
• für 2 h werden die Zellen nur mit C-RPMI 1640 gemessen, um eine 
Ausgangslinie zu bekommen  
• die Messung erfolgt in Zyklen, welche auf 2 min. festgelegt sind (1,5 min. 
waschen mit C-RPMI bzw. Stimulans und 0,5 min. Messen der 
Acidifizierung) 
• die zu untersuchenden Zellen werden mit Zink-, Calcium-, Nickel- und 
Cobaltlösungen in verschieden Konzentrationen stimuliert 
• die Stimualtionsdauer beträgt 10 min. je Konzentrationsstufe, das entspricht 
fünf Zyklen 
• die Auswertung erfolgt automatisch durch das Cytosensor System und wird 
als „Rate Data“ ausgegeben 
 
 
3.2.7. RNA-Isolierung 
Da die RNA leicht durch RNasen zerstört wird, müssen alle Arbeitsschritte unter 
streng RNase-freien Bedingungen durchgeführt werden. Alle benötigten 
Plastikmaterialien waren vor Gebrauch steril verpackt. Bei allen Arbeiten wurden 
Einmal-Latexhandschuhe getragen. 
Der RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen ermöglicht die Isolierung von RNA ab einer 
Größe von ca. 100 Nukleotiden. Die zu untersuchenden Zellen werden zunächst mit 
hoch-denaturierendem Guanidinisothiocyanat lysiert, wodurch störende RNasen 
inaktiviert werden. Die intakte RNA wird von den übrigen Zelltrümmern mit Hilfe 
von Zentrifugensäulchen getrennt, wobei die RNA an eine Silicium-Gel-Membran 
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bindet. Ethanol unterstützt dabei die Bindung. Für die Elution der RNA von dieser 
Membran wird RNase-freies Wasser benutzt. Kleinere RNA-Fragmente, wie z.B. 
5.8S rRNA, 5S rRNA und tRNA werden nicht gebunden. 
 
Lösungen und Protokoll: 
Die Durchführung erfolgte exakt nach der Anleitung der Firma Qiagen.  
 
Bestimmung des RNA-Gehaltes: 
Durch spektralphotometrische Messung der optischen Dichte lässt sich sowohl die 
Menge als auch die Reinheit der zuvor isolierten RNA quantifizieren. Während 
Proteine bei einer Wellenlänge von 280 nm ein Maximum ihrer Lichtabsorption 
aufweisen, befindet sich das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren bei einer 
Wellenlänge von 260 nm. Die absolute Extinktion der Lösung gegen Wasser bei 
260 nm ist nach dem Lambert-Beer-Gesetz linear vom RNA-Gehalt abhängig, 
wohingegen der Quotient beider Extinktionswerte (260 nm/280 nm, sollte 
zwischen 1,6 und 2,0 liegen) ein Maß für die Kontamination der Probe mit 
Proteinen darstellt. 
In eine Küvette mit 98 µl Aqua ad iniectabilia werden 2 µl RNA-Probe gegeben und 
mittels eines Photometers der RNA-Gehalt unter Berücksichtigung der Verdünnung 
gemessen. 
Gehaltsberechnung: 
RNA [µg/ml] = Verdünnungsfaktor x 40 x Extinktion bei 260 nm 
 
 
3.2.8. Reverse Transkription  
Bei der reversen Transkription wird die gesamte im Ansatz vorhandene mRNA 
revers in cDNA transkribiert. Dabei gewährleisten oligo dT- Primer (12-18 
Nukleotide lange Thymidinoligomere), dass ausschließlich mRNA als Matrize für 
die cDNA-Synthese verwendet wird. Die oligo dT-Nukleotide sind komplementär 
zum Poly-A-Schwanz am 3`-Ende der mRNA und bilden so mit diesem einen 
DNA/RNA-Doppelstrang, der dem Enzym „Reverse Transkriptase“ als 
Ausgangspunkt zur Synthese der cDNA dient. 
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Hier wird zur cDNA-Gewinnung das „Reverse Transcription System“ der Firma 
Promega verwendet, allerdings mit leicht verändertem Protokoll. 
 
Lösungen: 
Reagenz: Volumen: Endkonzentration: 
MgCl2, 25 mM 4 µl 5 mM 
Reverse 
Transkriptonspuffer, 10x 
2 µl 1x 
dNTP Mix, 10 mM  2 µl 1 mM 
RNasin Ribonuclease 
Inhibitor, 40 U/µl 
0,5 µl 1 U/µl 
AMV Reverse 
Transkriptase, 25 U/µl 
0,6 µl 0,75 U/µl 
Oligo(dT)15-Primer,    
500 ng/µl 
1 µl 25 ng/µl 
RNA-Probe (1 µg) x µl 0,0 5µg/µl 
Aqua ad iniectabilia 20-x µl  
 
Protokoll: 
• die RNA-Probe wird mit entsprechender Menge Aqua ad iniectabilia in ein 
steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß geben und für 10 min. auf 70°C erhitzt 
• die übrigen Komponenten in das Reaktionsgefäß pipettieren 
• den Ansatz für 1 h bei 42°C inkubieren und anschließend für 5 min. auf 
95°C erhitzen  
• bei –20°C einfrieren oder weiterverwenden 
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3.2.9. Real-time PCR (Echtzeit-Polymerasekettenreaktion) 
Die klassische Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische 
Methode zum qualitativen Nachweis der Expression von mRNA. Die real-time 
PCR wird bevorzugt, wenn eine quantitative Aussage bezüglich der zu 
untersuchenden mRNA gewünscht wird.  
Dieses PCR-System basiert auf der Detektion und Quantifizierung eines 
Fluoreszenzreporters, dessen Signal direkt proportional zur Menge des PCR-
Produkts in der Reaktion zunimmt. Zusätzlich zu den PCR-Primern kommt hier 
eine „Sonde“ zum Einsatz, welche 20-30 Nukleotide groß ist und sich während der 
Reaktion an die innere Region des PCR-Produkts anlagert. Diese Sonde ist am 5`-
Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff (hier: FAM) und am 3´-Ende mit einem 
Quencher (hier: TAMRA) markiert. Ist die Sonde intakt, emittiert der Fluoreszenz-
farbstoff bei Bestrahlung kein Licht, sondern überträgt die für die Fluoreszenz 
notwendige Energie auf den Quencher aufgrund des Förster-Typ Energietransfers. 
Während der Amplifikation wird die Sonde durch die 5´-Exonuclease-Aktivität der 
Taq-Polymerase gespalten, wodurch der Energietransfer aufgehoben wird und der 
Fluoreszenzfarbstoff Licht emittieren kann.  
Durch die Aufzeichnung der Fluoreszenzemission in jedem Zyklus wird das 
Beobachten der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion möglich. Dabei wird der 
Parameter CT als diejenige Zyklusnummer definiert, in der die Fluoreszenz-
emission einen bestimmten Schwellenwert übersteigt. Bei der relativen 
Quantifizierung wird der CT-Wert des zu untersuchenden Gens auf den CT-Wert 
eines Housekeeping-Gens, ein ubiquitär exprimiertes Gen (hier: PBGD), 
normalisiert, um die Expression des Gens mit anderen Genen vergleichbar zu 
machen. 
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Folgende Primer und Sonden wurden verwendet: 
Name: Sequenzen: 
hZIP1 Sense-Primer: 
GCC TGA CTA CCT GGC TGC CAT AGA 
Antisense-Primer: 
CGG CCC TGA CTG CTC GTA A 
Sonde: 
CCT TGC ACG TGA CGC TCC AGT TCC CAC T 
hZIP2 Sense-Primer: 
GTG CAG AAC AGA TCA GCA AGT GA 
Antisense-Primer: 
CAA TGC CAG CGA CTC CAA A 
Sonde: 
TGA TGC TGA TTC AGC TCA TAT GGA GTA TCC C 
hZIP3 Sense-Primer: 
GGA CTC TGA TGC ATT TTC AAC ACT 
Antisense-Primer: 
CCC TTT GGC CGG TAG 
Sonde:  
TTG ATG CTG TAA GGG TGA CGG AAA GTA GGA 
PBGD Sense-Primer: 
ACG ATC CCG AGA CTC TGC TTC 
Antisense-Primer: 
GCA CGG CTA CTGGCA CAC T 
Sonde: 
CAG CCT CCT TCC AGG TGC CTC AGG 
 
Die zu untersuchende mRNA wurde mittels reverse Transkription (3.2.8.) bereits in 
cDNA umgeschrieben. Sowohl für das Housekeeping-Gen PBGD als auch für die zu 
untersuchenden hZIP-Transporter wird stets je ein separater Mastermix pipettiert. 
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Lösungen: 
Reagenz: Volumen: Endkonzentration: 
Aqua ad iniectabilia 30 µl  
PCR-Puffer, 15 mM 5,0 µl 1,5 mM 
MgCl2, 25 mM 5,0 µl 2,5 mM 
dNTP, 10 mM 1,0 µl 0,2 mM 
Sense-Primer, 20 µM 0,75 µl 0,3 µM 
Antisense-Primer, 20 µM 0,75 µl 0,3 µM 
Rox, 100 mM 0,5 µl 1 mM 
Sonde, 20 µM 0,5 µl 0,2 µM 
HotStar-Taq-Qiagen 5 U/µl 0,5 µl 0,05 U/µl 
 
Protokoll: 
• auf Eis wird der Mastermix in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß gemischt 
• 44 µl Mastermix und 6 µl cDNA in die Vertiefungen der Reaktionsplatte 
pipettieren (50 µl Gesamtansatz je Vertiefung) 
• jede Probe wird als Dreifach-Bestimmung angesetzt 
• die Reaktionsplatte mit einer Folie abdecken und in den Cycler stellen 
 
Die Proben wurden unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 
                                  50°C     20 s 
                                  95°C     15 min. Hot Start 
50 Zyklen: Schritt 1: 95°C     15 s 
                  Schritt 2:  60°C     60 s 
 
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Cyclersoftware. Um die Größe der erhaltenen 
PCR-Produkte zu untersuchen, werden diese elektrophoretisch aufgetrennt (3.2.10.). 
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3.2.10. Agarose-Gelelektrophorese 
Die PCR-Reaktionsprodukte werden mittels Agarosegel-Elektrophorese der Größe 
nach aufgetrennt. Da das Gel bereits Ethidiumbromid enthält, lagert sich das 
Ethidiumbromid in die Nukleinsäure-Doppelstränge ein, so dass die aufgetrennten 
DNA-Banden im UV-Licht sichtbar gemacht und anhand eines Längenstandards 
identifiziert werden können. 
 
Lösungen: 
TBE-Puffer (pH 8,0): 
(Tris-Borat-EDTA) 
10,8 g  TrisBase 
5,5 g  Borsäure 
0,74 g  EDTA 
ad 1000 ml Aqua dest. 
Gel-Ladepuffer 0,25%  Bromphenolblau 
0,25%  Xylenecyanol 
30%  Glycerol (reinst) 
20%(w/v) Sucrose 
ad 5 ml Aqua dest. 
DNA-Längenstandard 30%  123bp DNA-Leiter 
20%  Gel-Ladepuffer 
10%  PCR-Puffer (10x) 
40%   Aqua dest. 
Ethidiumbromid-Stocklösung 10 mg  Ethidiumbromid 
ad 1 ml Aqua dest. 
 
Protokoll: 
• Gelschlitten in Gießhalterung einspannen und austarieren  
• 1,2 g Agarose mit 80 ml TBE-Puffer (1x) in der Mikrowelle aufkochen bis 
Agarose schlierenfrei gelöst ist 
• evtl. Verdunstungen mit Aqua dest. ausgleichen 
• 4 µl auf 100 ml Gel der Ethidiumbromid-Stocklösung (10 mg/ml) dazugeben  
• in den Gelschlitten luftblasenfrei eingießen (Höhe ca. 0,5 cm) und             
20-30 min. erstarren lassen 
• Gelschlitten mit Gel in die Elektrophoresekammer einsetzen 
• Kammer mit TBE-Puffer (1x) auffüllen bis das Gel vollständig bedeckt ist 
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• je 10 µl der PCR-Amplifikate mit 3 µl Gel-Ladepuffer in einer Mikrotiter-
platte mischen und davon 10 µl in eine Geltasche pipettieren 
• 10 µl DNA-Längenstandard in die beiden äußeren Geltaschen geben 
• elektrische Spannung anlegen und ca. 45 min. bei 90 V auftrennen 
• die Auswertung und Dokumentation erfolgt mit Hilfe des BioRad Gel Dok 
XR Systems 
 
 
3.2.11. Durchflusscytometrie 
Mit Hilfe der Durchflusscytometrie kann spezifisch und sensitiv die Expression 
zellulärer Oberflächenproteine untersucht werden. Die Zellen werden zunächst mit 
monoklonalen, unmarkierten und gegen die zu untersuchenden Proteine gerichteten 
Primärantikörpern inkubiert. Im zweiten Schritt werden Sekundärantiköper dazu 
gegeben, welche mit den Farbstoffen Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder 
Phycoerythrin (PE) markiert sind und spezifisch an die Primärantikörper binden. Im 
Durchflusscytometer kann dann der Anteil positiver Zellen in der Kultur anhand des 
von den Farbstoffen ausgesendeten Fluoreszenzlichts ermittelt werden. Als 
Kontrolle dienen Ansätze, welche nur mit dem Sekundärantikörper inkubiert 
werden. Im Folgenden wird das Durchführungsprotokoll für die Untersuchung der 
CD45/hZIP1-Expression beschrieben, welches auch für die anderen Untersuchungen 
gilt. 
 
Lösungen: 
Primärantikörper Maus-anti-human-CD45-IgG1, unkonjugiert 
(Verdünnung 1:20 in PBS/1%BSA) 
Huhn-anti-human-hZIP1-IgY, unkonjugiert 
(Verdünng 1:100 in PBS/1%BSA) 
Sekundärantikörper Ziege-anti-Maus-PE (polyklonal)  
(Verdünnung 1:40 in PBS/1%BSA) 
Esel-anti-Huhn-IgG-FITC 
(Verdünnung 1:100 PBS/1%BSA) 
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PBS Dubecco´s Phosphate Buffered Saline ohne Ca2+ und Mg2 
PBS/1%BSA 0,5 g  BSA 
ad 50 ml PBS 
Protokoll: 
• 1x106 Zellen in FACS-Röhrchen geben und zentrifugieren (5 min., 300g)  
• Überstand verwerfen und Pellet in 1 ml PBS waschen 
• Zellen in 100 µl PBS/1%BSA resuspendieren 
• Zellsuspension mit 20 µl Primärantikörper für 20 min. im Kühlschrank 
inkubieren 
• 1 ml PBS hinzufügen, mischen und zentrifugieren (5 min., 300g) 
• Zellen wieder in 100 µl PBS/1%BSA aufnehmen  
• Zellsuspension mit 20 µl Sekundärantikörper für 20 min. Kühlschrank 
inkubieren 
• 500 µl PBS hinzufügen und im Durchflusscytometer die Expression messen 
 
 
3.2.12. ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay) 
Die ELISA-Technik ist ein sensitives Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
Proteinen, die spezifisch an Antikörper auf einer entsprechend beschichteten 
Mikrotiterplatte binden. Nach Bindung des Antigens an den Primärantikörper wird 
im zweiten Schritt ein Peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper aufgetragen, der 
an ein anderes Epitop des zu messenden Proteins bindet. Nach Inkubation und 
mehrmaligem Waschen kann im letzten Schritt das zugegebene Substrat durch die 
Peroxidase in einen Farbstoff umgesetzt werden. Die Extinktion wird photometrisch 
gegen einen Leerwert bestimmt und ist der Proteinkonzentration direkt proportional. 
Für die Bestimmung der TNF-α und IFN-γ Sekretion wurden ELISA-
Komponentensets der Firma BD Biosciences/Pharmingen verwendet. 
 
Lösungen und Protokoll: 
Die Beschichtung der Mikrotiterplatten und die Durchführung erfolgten nach der 
Anleitung des Herstellers. 
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3.2.13. Messung von freiem intrazellulärem Zink 
Mit Hilfe der neuen zinkspezifischen Fluoreszenzsonde FluoZin3 kann freies 
intrazelluläres Zink bestimmt werden (Gee et al., 2002). Während der Inkubation 
von Zellen durchdringt das FluoZin3 die Zellmembran und bindet aufgrund seiner 
hohen Affinität spezifisch und selektiv freie Zinkionen. Die bei der Bindung 
entstehende Fluoreszenz kann im Durchflusscytometer gemessen werden.  
 
Lösungen: 
FluoZin3 (1 mM) gelöst in DMSO 
Zink-Stocklösung (2 mM) 100 mM Stammlösung (3.2.5.) 1:10 verdünnen in  
Aqua ad iniectabilia, danach 1:5 weiterverdünnen in 
porteinfreiem Medium (Ultradoma) 
TPEN-Stocklösung (2 mM) in Aqua ad iniectabilia 
Pyrithion (50 mM) in Aqua ad iniectabilia 
PBS Dubecco´s Phosphate Buffered Saline ohne Ca2+ 
und Mg2 
 
Protokoll: 
• 2x106 Zellen in 2 ml Kulturmedium mit 1 µM FluoZin3 für 30 min. 
inkubieren 
• Zellen abzentrifugieren und wieder in 2 ml Kulturmedium aufnehmen 
• Zellsuspension auf fünf Röhrchen aufteilen und wie folgt für 15 min. 
inkubieren: 
o Kontrolle (ohne Zusatz) 
o 20 µM Zink 
o 50 µM Zink 
o 50 µM TPEN 
o 100 µM Zink + 50 µM Pyrithion 
• Zellen mit PBS waschen 
• Fluoreszenz im Durchflusscytometer messen 
 
Durch die Inkubation mit 50 µM TPEN, einem Zink-Chelator, und 100 µM Zink + 
50 µM Pyrithion, einem Zink-Ionophor, erhält man diejenigen Fluoreszenzen, 
39 
Material und Methoden 
welche die minimal bzw. maximal möglichen Mengen an intrazellulär freiem Zink 
dieser Zellen aufzeigen (Fmin bzw. Fmax). Mit folgender Formel können unter 
Berücksichtigung der Dissoziationskonstante Kd (hier: 15 nM) die gemessenen 
Fluoreszenzen in Konzentrationen umgerechnet werden (Grynkiewicz et al., 1985): 
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3.2.14. Funktionelle Untersuchung von PBMC 
PBMC werden zunächst mit Zinksulfat oder TPEN vorinkubiert und anschließend 
mit spezifischen Stimulantien für Monocyten (LPS), B-Zellen (PWM) und T-Zellen 
(SPEA) aktiviert. 
 
Lösungen: 
Zink-Stocklösung (2 mM) 100 mM Stammlösung (3.2.5.) 1:10 verdünnen in  
Aqua ad iniectabilia, danach 1:5 weiterverdünnen in 
porteinfreiem Medium (Ultradoma) 
TPEN-Stocklösung (2 mM) in Aqua ad iniectabilia 
LPS-Stocklösung 
(25 µg/µl) 
in Kulturmedium 
PWM-Stocklösung  
(1 µg/µl) 
in Natriumchloridlösung (0,9%) 
SPEA-Stocklösung  
(25 µg/µl) 
in Kulturmedium 
 
Protokoll für LPS-Stimulation: 
• PBMC (2x106 Zellen/ml) werden in einer 6-Loch Platte für 40 h mit 15 µM 
bzw. 30 µM Zinksulfat oder 1,0 µM TPEN vorinkubiert 
• anschließend werden die Zellen für 24 h mit LPS (250 ng/ml) stimuliert 
• der Überstand wird abgenommen und die TNF-α Ausschüttung der Zellen 
mittels ELISA bestimmt (3.2.12.) 
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Protokoll für PWM- bzw. SPEA-Stimulation: 
• PBMC (5x105 Zellen/ml) werden in einer 6-Loch Platte für 40 h mit 15 µM 
bzw. 30 µM Zinksulfat oder 1,0 µM TPEN vorinkubiert 
• anschließend werden die Zellen mit PWM (1 µg/ml) oder SPEA (250 ng/ml) 
stimuliert, in einer 96-Loch Platte ausgesät und 4 Tage inkubiert 
• die Ansätze mit dem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay (3.2.15.) ausgewertet 
 
 
3.2.15. [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay 
Die Proliferation von Lymphocyten kann mit Hilfe von radioaktiv markiertem   
[3H]-Thymidin bestimmt werden. Dafür werden die Lymphocyten zunächst mit 
Mitogenen stimuliert, welche spezifisch für T- und/oder B-Zellen sind. 16 Stunden 
vor Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen mit [3H]-Thymidin gepulst, 
welches daraufhin in die DNA eingebaut wird. Zur Auswertung werden die Zellen 
lysiert und die DNA auf Filterpapier angereichert, getrocknet und in 
Szintillationsflüssigkeit aufgenommen. Ein Szintillationszähler erfasst die β-
Strahlung des [3H]-Zerfalls als Maß für das eingebaute [3H]-Thymidin und damit für 
die DNA-Synthese. Das Ausmaß der Stimulation durch die Mitogene wird als Index 
von [3H]-Einbau unter Stimulation zum [3H]-Einbau ohne Stimulation (entspricht 
der normalen Lymphocytenaktivität) angegeben. 
 
Lösungen: 
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen: 
10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin  
[3H]-Thymidin-Lösung 1:20 mit Kulturmedium verdünnen 
Szintillationsflüssigkeit Lipoluma 
 
Das [3H]-Thymidin wird immer frisch 1:20 mit Kulturmedium verdünnt, so dass die 
Lösung eine Radioaktivität von 1850 kBq/ml enthält. Von dieser Lösung wird zu 
jeder Probe in der 96-Loch Platte 10 µl gegeben (das entspricht:                        
18,5 kBq/Vertiefung). 
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Protokoll: 
• die Zellen werden dem jeweiligen Protokoll entsprechend angesetzt (3.2.14., 
3.2.16., 3.2.18., 3.2.19.)  
• 16 h vor Ablauf der Inkubationszeit 10 µl der verdünnten [3H]-Thymidin-
Lösung in jede Vertiefung pipettieren und weiter inkubieren 
• danach die Inkubation stoppen (wenn Platte nicht sofort ausgewertet werden 
soll, bei –20°C wegfrieren) 
• mit Hilfe des Zellerntegerätes die Zellen lysieren und die DNA auf 
Filterpapier anreichern 
• 5x mit Aqua dest. und 1x mit Ethanol 70%(v/v) waschen 
• die Filterpapierscheibchen in Szintillationsröhrchen überführen und ca.        
5 min. im Brutschrank bei 70°C trocknen 
• zum Auflösen des Filterpapiers 3 ml Lipoluma (Szintillationsflüssigkeit) in 
jedes Röhrchen geben und diese verschließen 
• die Messung im β-Counter vornehmen 
 
 
3.2.16. Messung der Absterberate 
Raji Zellen werden mit TPEN vorkultiviert, bevor Camptothecin zur 
Apoptoseinduktion dazu gegeben wird. Camptothecin stört die DNA-Prozessierung 
durch Topoisomerase I, indem es an DNA-Topoisomerase-I-Komplexe bindet und 
zu einer vermehrten Spaltung von DNA führt. 
 
Lösungen: 
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen: 
10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin  
TPEN-Stocklösung (2 mM) in Aqua ad iniectabilia 
Camptothecin-Stocklösung  
(10 mg/ml) 
in DMSO 
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Protokoll: 
• Raji Zellen mit 1,0 µM TPEN für 40 h vorkultivieren 
• dann Camptothecin in einer Endkonzentration von 0,1 µg/ml für 1 h dazu 
gegeben 
• anschließend die Zellen abzentrifugieren und in neuem Kultuermedium 
aufnehmen. 
• Zellen in einer Zellkonzentration von 5x103 Zellen/Vertiefung in eine 96-
Loch Platte aussäen und 4 Tage inkubieren. 
• die Proliferation der Zellen mit Hilfe des [3H]-Thymidin-Aufnahmeassays 
bestimmen (3.2.15.). 
 
 
3.2.17. Vitalitätstest 
Die Vitalität der Zellen in den Zellkulturen wird mit Hilfe einer Trypan-Blau-
Lösung und einer Bürkerkammer bestimmt. Trypan-Blau reichert sich im Kern und 
im Cytoplasma von toten Zellen an. 
 
Lösung: 
Trypan-Blau-Lösung (0,4%) fertige Lösung (kommerziell erhältlich) 
 
Protokoll: 
• 10 µl Trypan-Blau-Lösung und 10 µl Zellsuspension in einer 1,5 ml 
Reaktionsgefäß mischen 
• von dieser Suspension 10 µl an die Kante des Deckgläschens auf die 
Bürkerkammer pipettieren und durch Kapillarkräfte die Suspension unter 
das Deckgläschen saugen lassen 
• Unter dem Mikroskop die lebenden Zellen eines Großquadrates bei 25x 
Vergrößerung auszählen 
• Die erhaltene Zahl durch folgende Formel in die absolute Zahl der lebenden 
Zellen umgerechnet : 
Zahl x 15,63 (Kammerfaktor) x 1000 = Zellen/ml 
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3.2.18. CTLL-2-Bioassay 
CTLL-2 Zellen sind murine cytotoxische T-Zellen, deren Wachstum von IL-2 bzw. 
IL-4 abhängig ist. Bei normaler Kultivierung werden die Zellen zwei Mal 
wöchentlich 1:10 verdünnt, wobei 30 U/ml IL-2 der neuen Zellsuspension zugesetzt 
werden. Am vierten Tag nach dem letzten Umsetzen ist das IL-2 soweit verbraucht, 
dass die Zellen nicht mehr zum Wachstum angeregt werden. Dieser Zeitpunkt ist 
optimal, um die Zellen in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay (3.2.15.) zu 
verwenden. In diesem Fall wird der Einfluss von Zink auf die von IL-2 bzw. IL-4 
induzierte Proliferation von CTLL-2 Zellen untersucht. 
 
Lösungen: 
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen: 
10% FCS (10 min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
1% Na-Pyruvat 
1,8µl β-Mercaptoethanol 
Zink-Stocklösung (2mM) 100 mM Stammlösung (3.2.5.) 1:10 verdünnen in  
Aqua ad iniectabilia, danach 1:5 weiterverdünnen in 
porteinfreiem Medium (Ultradoma) 
PBS Dubecco´s Phosphate Buffered Saline ohne Ca2+ 
und Mg2 
 
Protokoll: 
• am vierten Tag nach dem letzten Umsetzen die Zellen 3x mit PBS waschen 
(jeweils 10 min. bei 4°C und 300 g abzentrifugieren) 
• dann das Pellet in 1 ml Kulturmedium aufnehmen 
• einen Vitalitätstest durchführen (3.2.17.) 
• die Zellkonzentration auf 5x104 lebende Zellen/ml einstellen  
• in den Vertiefungen einer 96-Loch Platte 90 µl Kulturmedium vorlegen, 
welches das 2,2-fache der gewünschten Zink-Endkonzentration enthält 
• 100µl Zellsuspension in die Vertiefungen pipettieren  
• nach 1 h Inkubation 10 µl IL-2 (Endkonzentration: 0,5 U/ml) bzw. IL-4 
(Endkonzentration: 2,5 U/ml) dazugeben 
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• weitere 4 Tage inkubieren und entsprechend dem Protokoll des               
[3H]-Thymidin-Aufnahmeassays verfahren (3.2.15.) 
 
 
3.2.19. B9-Bioassay 
B9 Zellen sind murine halbadhärente B-Zellen, deren Wachstum strikt IL-6 
abhängig ist. Bei normaler Kultivierung werden ausschließlich die adhärierenden 
Zellen zwei Mal wöchentlich in IL-6-haltiges Medium umgesetzt. Zur Vorbereitung 
für Experimente werden die Zellen in ein IL-6-freies Testmedium umgesetzt, um 
den Zellen die stimulatorische Wirkung des IL-6 zu entziehen. Am vierten Tag nach 
diesem Umsetzen ist die Wirkung von IL-6 soweit verbraucht, dass die Zellen nicht 
mehr zum Wachstum angeregt werden. Dieser Zeitpunkt ist optimal, um die Zellen 
in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay (3.2.15.) zu verwenden. In diesem Fall 
wird der Einfluss von Zink auf die von IL-6 bzw. IL-4 induzierte Proliferation von 
B9 Zellen untersucht. 
 
Lösungen: 
Kulturmedium: IMDM 
 
 
 
 
 
zusetzen: 
5% FCS (10min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
2,5µl β-Mercoptoethanol 
0,1% IL-6 haltiger Überstand 
Testmedium: IMDM zusetzen: 
10% FCS (10min. bei 56°C inaktiviert) 
1% L-Glutamin 
1% Penicillin/Streptomycin 
2,5µl β-Mercaptoethanol 
IL-6 haltiger Überstand gewonnen durch die Inkubation von PBMC mit  
LPS (250 ng/ml) für 24 h 
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Zink-Stocklösung  
(2mM) 
100 mM Stammlösung (3.2.5.) 1:10 verdünnen in Aqua 
ad iniectabilia, danach 1:5 weiterverdünnen in 
porteinfreiem Medium (Ultradoma) 
PBS Dubecco´s Phosphate Buffered Saline ohne Ca2+ und 
Mg2+ 
 
Protokoll: 
• die adhärierenden B9 Zellen mit kaltem PBS (+4°C) abspülen und vier Tage 
in Testmedium kultivieren 
• den Überstand der Zellkulturflasche abnehmen  
• die adhärierenden B9 Zellen mit kaltem PBS (+4°C) abspülen und 
zentrifugieren (5 min., 300 g) 
• den Überstand verwerfen und Pellet in 1 ml Testmedium aufnehmen 
• einen Vitalitätstest durchführen (3.2.17.) und die Zellkonzentration auf 
1x105 lebende Zellen/ml einstellen 
• in die Vertiefungen einer 96-Loch Platte (Rundboden) 40 µl Testmedium 
vorlegen, welches das 2,2-fache der gewünschte Zink-Endkonzentration 
enthält 
• 50 µl der Zellsuspension in die Vertiefungen pipettieren 
• nach 1h Inkubation 10 µl IL-6 (Endkonzentration: 0,5 U/ml) bzw. IL-4 
(Endkonzentration: 30 U/ml) dazugeben 
• weitere 4 Tage inkubieren und entsprechend dem Protokoll des               
[3H]-Thymidin-Aufnahmeassays verfahren (3.2.15.) 
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3.2.20. Probenaufbereitung für Westernblot-Untersuchungen 
Für diese Untersuchungen werden CTLL-2 und B9 Zellen verwendet, die vier Tage 
vor der Versuchsdurchführung von dem für das Wachstum der jeweiligen Zelle 
spezifischen Cytokin entwöhnt wurden (3.2.18. und 3.2.19.). Hier werden die Zellen 
mit Zink vorinkubiert, mit IL-4 und IL-2 bzw. IL-6 stimuliert und anschließend 
lysiert. Das folgende Protokoll stellt die Versuchsdurchführung für beide Zelllinien 
dar, wobei B9 Zellen mit IL-4 (150 U/ml) und IL-6 (100 U/ml) und CTLL-2 Zellen 
mit IL-2 (100 U/ml) und IL-4 (150 U/ml) stimuliert werden. 
 
Lösungen: 
Lysispuffer (pH 8,0): 50 mM NaCl 
50 mM TrisBase 
1 mM  EDTA 
 
immer frisch dazugeben: 
1%  Triton X-100 
0,1 mM Na-Vanadat 
0,5 mM DTT 
0,5 mM Pefabloc 
1%   Protease Inhibtor Cocktail 
Zink-Stocklösung  
(2mM) 
100 mM Stammlösung (3.2.5.) 1:10 verdünnen in Aqua 
ad iniectabilia, danach 1:5 weiterverdünnen in 
porteinfreiem Medium (Ultradoma) 
 
Protokoll: 
• die Zellen zentrifugieren (10 min., 300g) und 1x mit PBS waschen 
• das Pellet in 2 ml Medium aufnehmen und einen Vitalitätstest durchführen 
• die Zellkonzentration auf 2x106 lebende Zellen/ml einstellen und je 3 ml in 
jede Vertiefung einer 6-Loch Platte geben 
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• die Zellen werden nach folgendem Schema stimuliert: 
o Kontrolle (ohne Zusatz) 
o Cytokin 
o Cytokin + 20 µM Zink 
o Cytokin + 50 µM Zink 
o 20 µM Zink 
o 50 µM Zink 
• dabei werden die Zellen mit Zink 15 min. vorkultiviert und danach mit dem 
Cytokin für weitere 15 min. inkubiert 
• die Zellsuspensionen zentrifugieren (10 min., 300g) 
•  das Zellpellet in 100 µl pro 2x106 Zellen Lysispuffer aufnehmen und für 
mindestens 1 h bei -20°C einfrieren 
• nochmals zentrifugieren (10 min., 22.000g, 4°C) 
• den Überstand abnehmen (enthält die gewünschten Proteine) 
• Proteingehaltsbestimmung durchführen (3.2.21.) 
 
 
3.2.21. Proteingehaltsbestimmung 
Die Proteingehaltsbestimmung wird nach der Methode von Bradford durchgeführt 
und erfolgt mit Hilfe des BioRad-Reagenz. Zuvor wird eine Eichgerade erstellt.  
 
Lösungen: 
BioRad-Reagenz fertige Lösung (kommerziell erhältlich) 
Lysispuffer siehe 3.2.20. 
BSA-Lösung 10 mg   BSA 
ad 10 ml Aqua dest. 
 
Protokoll: 
• 2 µl Probe (in Lysispuffer, 3.2.20.) in 798 µl Aqua dest. verdünnen 
• 200 µl BioRad-Reagenz dazugeben, mischen und 5 min. inkubiert 
• die Messung der Extinktion bei 595 nm erfolgt im Vergleich zum Blindwert 
(Lysispuffer mit Aqua dest. und BioRad-Reagenz) 
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• die Werte mit Hilfe einer Eichgeraden auswerten, welche mittels einer 
Verdünnungsreihe von BSA (1 µg bis 25 µg) in Lysispuffer erstellt wurde 
(bei jeder Proteingehaltsbestimmung eine neue Eichgerade erstellen) 
 
3.2.22. SDS-Page 
Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung 
von denaturierten Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Anschließend können 
die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran „geblottet“ und die Phosphorylierung 
bestimmter Proteine mit Hilfe spezifischer Antikörper nachgewiesen werden 
(3.2.23.).  
Lösungen: 
APS-Stamm (10%): 0,1 g  APS 
ad 1 ml Aqua dest. 
SDS-Stamm (20%): 200 g  SDS 
ad 1000 ml Aqua dest. 
bei 70-80°C lösen 
Laemmli-Puffer (7x): 56 g  Saccharose 
14 g  SDS 
in Sammelgel-Puffer lösen, 
1,4 µl β-Mercaptoethanol und eine 
Spartelspitze Bromphenolblau dazu, 
ad 100 ml Sammelgel-Puffer  
Elektroden-Puffer: 3,03 g  TrisBase 
14,4 g  Glycin 
5 ml  SDS (20%ige Lösung) 
ad 1000 ml Aqua dest. 
Sammelgel-Puffer (pH 6,8): 6,05 g  TrisHCl 
2 ml  SDS (20%ige Lösung) 
ad 100 ml Aqua dest.  
Trenngel-Puffer (pH 8,8): 18,15 g TrisHCl  
2 ml  SDS ( 20%ige Lösung) 
ad 100 ml Aqua dest. 
AA-Stamm (30%) fertige Lösung (kommerziell erhältlich) 
TEMED fertige Lösung (kommerziell erhältlich) 
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Gele: 
Sammelgel, 5%: 
 1 Gel (1,5 mm), 6 ml 
Aqua dest. 3,66 ml 
Sammelgelpuffer 1,56 ml 
AA-Stamm (30%) 780 µl 
APS-Stamm (10%) 60 µl 
TEMED 6 µl 
 
Trenngel, 10%:  
 1 Gel (1,5 mm), 9 ml 
Aqua dest. 3,66 ml 
Trenngelpuffer 2,34 ml 
AA-Stamm (30%) 3 ml 
APS-Stamm (10%) 90 µl 
TEMED 9 µl 
 
Protokoll: 
• die Glasplatten mit Ethanol und fusselfreien Tüchern säubern und in die 
Gießhalterung einbauen 
• die Komponenten für das Trenngel (10%) mischen, luftblasenfrei zwischen 
die Glasplatten pipettieren, mit Aqua dest. überschichten und ca. 20 min. 
polymerisieren lassen 
• Wasser abgießen, die Bestandteile für das Sammelgel (5%) mischen, 
luftblasenfrei auf das Trenngel (10%) pipettieren, Gelkamm einsetzen und 
ca. 20 min. polymerisieren lassen 
• die Glasplatten mit dem Gel in die Montagehalterung festklemmen und diese 
in die Elektrophoresekammer stellen 
• den Elektrodenpuffer in die Kammer füllen und den Gelkamm entfernen 
• die Geltaschen mit Hilfe einer Spritze und Kanüle spülen 
• die Proben so mit Lysispuffer verdünnen, dass 30 µg Probe in 30µl Puffer 
enthalten sind 
• zu jeder Probe 5 µl Laemmli-Puffer (7x) geben und zur Denaturierung der 
Proteine 5 min. bei 95°C erhitzen 
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• den Molekulargewichtsgrößenstandard ebenfalls für 5 min. bei 95°C erhitzen  
• die Proben und den Molekulargewichtsgrößenstandard in die Geltaschen 
pipettieren 
• die Proteine bei 200 V für ca. 1 h auftrennen 
 
 
3.2.23. Western Blot-Analyse 
Mit der Methode des Western Blots können die in der SDS-PAGE (3.2.22.) 
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran übertragen werden. Bei 
diesem Verfahren kommt ein Blot-Sandwich zum Einsatz, bestehend aus 
Schwammkissen, Filterpapier, Nitocellulosemembran, Gel, Filterpapier und 
Schwammkissen. Anschließend werden die gesuchten STAT-Proteine mit 
spezifischen Antikörpern detektiert. Um herauszufinden, welche dieser Proteine 
phosphoryliert sind, werden die Membranen „gestrippt“ und erneut mit spezifischen 
Antikörpern gegen das phosphorylierte STAT inkubiert. 
 
Lösungen: 
Transferpuffer (pH 8,3): 3,03 g  TrisBase 
14,4 g  Glycin 
200 ml  Methanol 
ad 1000 ml Aqua dest. 
TrisHCl-Stamm (1M): 78,8 g  TrisHCl 
ad 500 ml Aqua dest. 
TBS (1x) (pH 7,5) 20 ml  TrisHCl-Stamm 
8,8 g   NaCl 
ad 1000 ml Aqua dest. 
TBS/T (pH 7,5): 1 ml  Tween 20 
ad 1000 ml TBS(1x)  
Blocking-Puffer: 2,5 g  Magermilchpulver 
ad 50 ml TBS/T 
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Stripping-Puffer (pH 6,8): 7,6 g  TrisBase 
20 g  SDS 
7 ml  2-Mercaptoethanol 
ad 1000 ml Aqua dest. 
Primärantikörper-Verdünnung: 
Kaninchen-anti-STAT-AK, 
Kaninchen-anti-Phospho-STAT-AK 
1:1000 
 
 
 
10 µl in 10 ml TBS mit: 
10 µl   Tween 20 
0,5 g  BSA 
0,002 g  NaAzid 
Sekundärantikörper-Verdünnungen: 
Ziege-anti-Kaninchen-AK 
1:2000 
Ziege-anti-Biotin-AK, 
1:1000 
 
 
5 µl in 10 ml Blocking-Puffer 
 
10 µl in 10 ml Blocking-Puffer 
Detektionslösung 0,5 ml  LumiGLO (20x) 
0,5 ml  Peroxid (20x) 
ad 10 ml Aqua dest. 
 
Protokoll: 
• Membran und Filterpapier auf Gelgröße schneiden 
• Membran, Filterpapier, Schwammkissen und Gel kurz in Transferpuffer 
equilibrieren 
• Blot-Sandwich zusammenbauen und in Blot-Modul setzen  
• Kühleinheit hinzufügen und Transferpuffer einfüllen 
• bei 100 V und 350 mA für ca. 1 h blotten 
• anschließend mit ca. 25 ml Blocking-Puffer 1 h bei Raumtemperatur 
inkubieren und 3x mit TBS/T waschen 
• die Membran über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubieren und 
3x mit TBS/T waschen 
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• die Membran mit den Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur 
inkubieren und 3x mit TBS/T waschen 
• zur Detektion die Membran für 1 min. in die Detektionslösung legen  
• Membran in einer Belichtungskassette aufheben 
• Röntgenfilm belichten und entwickeln 
• Membran 4x mit TBS/T waschen, 30 min. bei 50°C mit Stripping-Puffer 
unter Schütteln inkubieren und erneut 6x mit TBS/T waschen 
• Membran kann jetzt wiederverwendet werden, mit dem Schritt „Blocken“ 
beginnen 
 
 
3.2.24. Auswertung 
Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse basieren auf der 
Auswertung einer Reihe von Einzelexperimenten. Die Ergebnisse sind dabei als 
Mittelwerte aus mehreren Einzelresultaten (Anzahl der Einzelexperimente n = x) 
dargestellt. Sind repräsentative Experimente gezeigt, so ist dies gesondert erwähnt. 
Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit dem Student t-test. 
Signifikanzen wurde mit dem Programm SPSS für Windows berechnet und 
wurden wie folgt dargestellt: ** : p < 0,01; * : p < 0,05. Wenn höhere 
Signifikanzen vorlagen, wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit auf eine 
genauere Darstellung verzichtet. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Einfluss von Zink auf mononucleäre Zellen 
 
4.1.1. Effekt der direkten Stimulation 
 
Als mononucleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bezeichnet man 
Monocyten, B-Zellen und T-Zellen, die man aus dem peripheren Blut isolieren 
kann. Es ist bekannt, dass Zink in der Lage ist, die Produktion von Cytokinen in 
Monocyten hervorzurufen. Durch die Stimulation von PBMC mit Zink wurde die 
Ausschüttung von IFN-γ, IL-1β, IL-6, TNF-α und dem löslichen IL-2 Rezeptor 
(sIL-2R) hervorgerufen (Salas & Kirchner, 1987; Driessen et al., 1994). 
Durch diese Experimente wurde gezeigt, dass Zink eine Auswirkung auf Zellen 
durch die Veränderung der Kulturbedingungen hat, welche am Ende einer 
Stimulationsperiode durch Cytokinmessung bestimmt wurde. Diese Methode ließ 
aber keine Rückschlüsse über eine direkte Wirkung von Zink auf die Aktivität dieser 
Zellen zu. Um Effekte zeitgleich mit der Stimulation beobachten zu können, 
bedurfte es anderer Techniken. Mit dem Cytosensor-Mikrophysiometer konnte 
erstmals die Aktivität von Zellen in Echtzeit beobachtet werden. 
Zunächst wurde die Monocyten-Zelllinie THP-1 verwendet, um eine direkte 
stimulatorische Wirkung von Zink nachzuweisen. Dafür wurden die Zellen mit Zink 
in Konzentrationen von 20 µM, 50 µM, 70 µM und 100 µM für je 10 min. 
stimuliert. In den Zeiträumen zwischen den Stimulationsphasen wurde für die 
gleiche Dauer mit Kulturmedium gewaschen, um die Zellen zu ihrer 
Ausgangsaktivität zurückkehren zu lassen. Die Stimulation mit Zink führte zu einer 
erhöhten Aktivität der Zellen, wobei die Größe dieser Aktivitätssteigerung direkt 
von der Konzentration der eingesetzten Zinklösung abhing (Abb.2). Man kann hier 
von einer konzentrationsabhängigen Stimulation der Zellen durch Zink sprechen. 
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Um zu zeigen, dass dieser Effekt nicht bei allen zweiwertigen Kationen auftritt, 
sondern nur bei Zink zu beobachten ist, wurden zur Kontrolle auch Calcium, Nickel 
und Cobalt untersucht. In Gegensatz zum Zink führte Calcium zu einer 
Verminderung der Zellaktivität, welche ebenfalls mit der Konzentration der 
eingesetzten Lösung korrelierte (Abb.2). 
 
 
 
Abb.2: Einfluss von Zink und Calcium auf die Aktivität von THP-1 Zellen. 
Die Zellen wurden mit 20 µM, 50 µM, 70 µM und 100 µM Zinksulfat bzw. Calciumchlorid für 
je 10 min. stimuliert und anschließend mit Kulturmedium gewaschen.  a Messungen im 
Cytosensor ergaben, dass die Stimulation mit Zink (Zn) die Aktivität von THP-1 Zellen 
erhöhte, während Calcium (Ca) die Aktivität verringerte.  b Die Mittelwerte der jeweiligen 
Zinkstimulationen zeigten, dass die Aktivitätserhöhung durch Zink deutlich 
konzentrationsabhängig war.  c Die Mittelwerte der Calcium-Messungen zeigten nur eine 
geringe Konzentrationsabhängigkeit. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. (Mittelwerte ± SE wurden aus den 
fünf aufeinanderfolgenden Datenpunkten gebildet). 
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Nickel zeigte weder nennenswerte Aktivitätssteigerungen noch –reduktionen 
(Abb.3c). Lediglich die Stimulation mit Cobalt in geringen Konzentrationen         
(20 µM) zeigte eine kleine Aktivitätserhöhung (Abb.3d), was allerdings nur bei 
einem von drei Versuchansätzen festgestellt wurde. 
 
 
 
Abb.3: Nickel und Cobalt haben keinen Einfluss auf THP-1 Zellen.  
Die Zellen wurden mit 20 µM, 50 µM, 70 µM und 100 µM Zinksulfat bzw. Nickelsulfat und 
Cobaltsulfat für je 10 min. stimuliert und anschließend mit Kulturmedium gewaschen. 
a Messungen im Cytosensor zeigten, dass Nickel (Ni) und Cobalt (Co) keinen Einfluss auf 
die Aktivität von THP-1 Zellen hatten.  b Die Mittelwerte der jeweiligen Zinkstimulationen 
zeigten eine deutlich konzentrationsabhängige Aktivitätserhöhung durch Zink. 
c Die Stimulation mit Nickel hatte keinen großen Effekt auf die Aktivität von THP-1 Zellen. 
d Cobalt zeigte in einem von drei Versuchsansätzen einen geringen Effekt in kleinen 
Konzentrationen (hier dargestellt). 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3 (Mittelwerte ± SE wurden aus den 
fünf aufeinanderfolgenden Datenpunkten gebildet). 
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Die monocytäre Zellline HL-60 zeigte ein ähnliches Verhalten wie die THP-1 
Zellen, wobei das Ausmaß der Stimulation durch Zink nicht die gleiche Höhe 
erreichte (Abb.4). Bemerkenswert war die Tatsache, dass bei MonoMac-1 Zellen 
keine Konzentrationsabhängigkeit während der Zinkstimulation zu erkennen war, 
sondern es bereits bei der niedrigsten Zinkkonzentration (20 µM) zur maximalen 
Stimulation kam (Abb.5). 
 
 
 
Abb.4: Einfluss von Zink und Calcium auf HL-60 Zellen. 
Die Zellen wurden mit 20 µM, 50 µM, 70 µM und 100 µM Zinksulfat bzw. Calciumchlorid für 
je 10 min. stimuliert und anschließend mit Kulturmedium gewaschen.  a Messungen im 
Cytosensor ergaben, dass die Stimulation mit Zink (Zn) die Aktivität von HL-60 Zellen 
erhöhte, während Calcium (Ca) die Aktivität verringerte.  b Die Mittelwerte der jeweiligen 
Zinkstimulationen zeigten eine deutlich konzentrationsabhängige Aktivitätserhöhung durch 
Zink (Zn).  c Die Mittelwerte der Calcium-Messungen ergaben eine dosisabhängige 
Aktivitätsinhibition durch Calcium (Ca). 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3 (Mittelwerte ± SE wurden aus den 
fünf aufeinanderfolgenden Datenpunkten gebildet). 
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Abb.5: Einfluss von Zink und Calcium auf MonoMac-1 Zellen. 
Die Zellen wurden mit 20 µM, 50 µM, 70 µM und 100 µM Zinksulfat bzw. Calciumchlorid für 
je 10 min. stimuliert und anschließend mit Kulturmedium gewaschen.  a Messungen im 
Cytosensor ergaben, dass die Stimulation mit Zink (Zn) die Aktivität von MonoMac-1 Zellen 
erhöhte, während Calcium (Ca) die Aktivität verringerte.  b Die Mittelwerte ergaben, dass 
die Aktivitätserhöhung von MonoMac-1 durch Zink (Zn) unabhängig von der eingesetzten 
Konzentration war.  c Die Mittelwerte der Calcium-Messungen (Ca) zeigten eine deutliche 
Inhibition der Aktivität, welche von der Konzentration abhängig war. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3 (Mittelwerte ± SE wurden aus den 
fünf aufeinanderfolgenden Datenpunkten gebildet). 
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Bei der B Zelllinie Raji ließ sich ebenfalls eine Aktivitätssteigerung feststellen, die 
aber nicht die Höhe der getesteten Monocyten hatte und bei 70 µM Zink ein Plateau 
erreichte (Abb.6). Alle Zellen wurden ebenso wie THP-1 durch Calcium in ihrer 
Aktivität konzentrationsabhängig gehemmt. Es ließ sich somit zeigen, dass Zink in 
den verwendeten Konzentrationen eine direkte stimulatorische Wirkung auf 
Leukocyten ausübt, die andere zweiwertige Kationen nicht besitzen. 
 
 
 
Abb.6: Einfluss von Zink und Calcium auf Raji Zellen. 
Die Zellen wurden mit 20 µM, 50 µM, 70 µM und 100 µM Zinksulfat bzw. Calciumchlorid für 
je 10 min. stimuliert und anschließend mit Kulturmedium gewaschen.  a Messungen im 
Cytosensor ergaben, dass die Stimulation mit Zink (Zn) die Aktivität von Raji Zellen erhöhte, 
während Calcium (Ca) die Aktivität verringerte.  b Die Mittelwerte der Zinkstimulationen (Zn) 
zeigten eine konzentrationsabhängige Aktivitätserhöhung, welche bei 70 µM Zink ein 
Plateau erreichte.  c Die Mittelwerte der Calcium-Messungen (Ca) ergaben eine deutliche 
Konzentrationsabhängigkeit der Aktivitätshemmung. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3 (Mittelwerte ± SE wurden aus den 
fünf aufeinanderfolgenden Datenpunkten gebildet). 
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4.1.2. Wirkung in physiologischer Konzentration 
 
Neben seiner stimulatorischen Wirkung hat Zink aber auch inhibierende Effekte auf 
Zellen. So ist zum Beispiel bekannt, dass die Proliferation der IL-1 abhängigen T-
Zelllinie D 10N nach Vorinkubation mit Zink inhibiert wurde. In diesem 
Zusammenhang wurde die spezifische Inhibition der IL-1 Typ-I Rezeptor-
assoziierten Kinase (IRAK) durch Zink in der T Zelllinie EL4 6.1 als ursächlicher 
Mechanismus gezeigt (Wellinghausen et al., 1997). Zink wurde dabei in relativ 
hohen Konzentrationen von 100 µM und mehr eingesetzt. 
EL4 6.1 Zellen wurden verwendet, um eine durch IL-1β hervorgerufenen 
Zellaktivierung und deren Inhibition durch Zink in niedrigeren Konzentrationen zu 
messen. Durch die Stimulation mit IL-1β wurde eine signifikante Steigerung der 
Zellaktivität gegenüber der unstimulierten Kontrolle erzielt (Abb.7). Bereits eine 
Vorinkubation mit Zink in der Konzentration von 15 µM führte zu einer 
signifikanten Inhibition der durch IL-1β hervorgerufenen Aktivitätssteigerung. Das 
Ausmaß der Inhibition war um so stärker, je höher die Konzentration der 
eingesetzten Zinklösung war.  
Es konnte somit gezeigt werden, dass Zink bereits in niedrigen, physiologischen 
Konzentrationen in der Lage ist, auf die Aktivität von Zellen Einfluss zu nehmen. 
 
 
Abb.7: Zink inhibiert die IL-1β-abhängige Stimulation von EL4 6.1 Zellen. 
EL4 6.1 Zellen zeigten im Cytosensor durch direkte Stimulation mit IL-1β (1ng/ml) eine 
signifikant erhöhte Aktivität (w/o Zn) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Control). 
Wurden die Zellen zuvor für 15 min. mit 15 µM bzw. 30 µM Zinksulfat inkubiert, kam es zu 
einer signifikant reduzierten Antwort auf die Stimulation mit IL-1β (Mittelwerte aus n = 3 ± 
SE, ** p < 0,01). 
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4.2. Bedeutung der hZIP-Transporter für mononucleäre Zellen 
 
4.2.1. Expression von hZIP 
 
Unter 4.1.2 wurde beschrieben, dass Zink in der Lage ist, die Aktivität von 
Leukocyten zu beeinflussen. Ungeklärt war bislang der Mechanismus der 
Zinkaufnahme in die Leukocyten. Eine Reihe von Untersuchungen zur 
Zinkaufnahme in Zellen wurde in den letzten Jahren durchgeführt, welche deutlich 
gemacht haben, dass hauptsächlich Proteine der humanen ZIP (Zrt,-Irt-like Protein)–
Familie für einen Import von Zink in Zellen verantwortlich sind. Das Untersuchen 
von cDNA Bibliotheken zeigte, dass hZIP1 in verschiedenen humanen Geweben 
exprimiert wurde, wohingegen hZIP2 zunächst nur in der Prostata und im Uterus zu 
finden war (Gaither & Eide, 2000). Des Weiteren wurde gezeigt, dass hZIP1 in 
K562 Zellen verantwortlich ist für die endogene Zinkaufnahme (Gaither & Eide, 
2001b), und hZIP2 sich in THP-1 Zellen am stärksten durch Zink regulieren ließ 
(Cao et al., 2001; Cousins et al., 2003). Über die Verbreitung und die Funktion von 
hZIP3 wurden bis heute keine Ergebnisse publiziert. 
Ausgehend von diesen Erkenntnissen sollte die Bedeutung dieser Zinktransporter 
für mononucleäre Zellen herausgefunden werden. Dafür wurden Zellen 
verschiedener Leukocytensubpopulationen und PBMC auf die Expression von 
hZIP1, hZIP2 und hZIP3 zunächst mittels normaler PCR untersucht. Die 
entsprechenden Primer und das Protokoll wurden eigens für diese Untersuchungen 
neu entworfen.  
Alle drei Transporter wurden sowohl in den untersuchten Zelllinien als auch in 
frisch isolierten Primärzellen gefunden (Abb.8). Die schwachen Banden der hZIP2-
Amplifikate legten die Vermutung nahe, dass dieser Transporter nur in geringerem 
Maß exprimiert wurde als die anderen. Jedoch ließ sich mit dieser Methode keine 
zuverlässige quantitative Aussage über die Expression der einzelnen hZIPs in den 
verschiedenen Zellen treffen. 
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Dafür wurde eine real-time PCR-Methode neu etabliert, welche eine relative 
Quantifizierung der Transporter ermöglichte. Zusätzlich wurden die Zellen auch auf 
die Expression von PBGD untersucht (Abb.8), welches hier als so genanntes 
Housekeeping-Gen verwendet und auf das die Proben normalisiert wurden. 
 
 
Abb.8: hZIP-Transporter werden in mononucleären Zellen exprimiert.  
Die Analyse der PCR-Amplifikate zeigte, dass alle drei hZIP-Transporter in Monocyten 
(THP-1, HL-60, MonoMac-1), B-Zellen (Raji) und T-Zellen (Jurkat) exprimiert werden. 
Neben den Zelllinien wurden die hZIPs auch in primären Zellen (PBMC) nachgewiesen. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3 (Zelllinien) bzw. ein Experiment mit 
n = 3 verschiedenen Probanden (PBMC). 
 
Zusammen mit der Untersuchung unter physiologischen Bedingungen wurde auch 
gleichzeitig der Einfluss von Zinkdepletion und -supplementierung auf die 
Expression der hZIPs analysiert. Die Expression von hZIP1 in Monocyten (THP-1 
Zellen) wurde nicht durch die Stimulation mit Zink in Konzentrationen von 15 µM 
oder 30 µM beeinflusst (Abb.9). 
Die Inkubation mit 2,5 µM TPEN, einem membrangängigen Zinkchelator, führte 
jedoch zu einer deutlichen Steigerung des mRNA-Spiegels. Das gleiche Resultat 
ergab sich auch für die Expression von hZIP2 (Abb. 9b), wohingegen die mRNA-
Expression von hZIP3 weder durch Zink noch durch TPEN verändert wurde 
(Abb.9c). Vorangegangene Toxizitätsuntersuchungen ergaben, dass eine 
Konzentration von 2,5 µM TPEN bzw. 15 µM oder 30 µM Zink keinen Einfluss auf 
die Vitalität von THP-1 Zellen für den Inkubationszeitraum hatte (nicht gezeigt). 
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Abb.9: hZIP1 und hZIP2 werden durch Zinkentzug reguliert. 
Monocyten (THP-1) wurden für 40 h mit 15 µM bzw. 30 µM Zinksulfat oder 2,5 µM TPEN 
kultiviert. Die relative Quantifizierung der hZIP mRNA wurde mittels real-time PCR 
vorgenommen, wobei die hZIPs auf die mRNA des PBGD normalisiert wurde. hZIP1 und 
hZIP2 wurden durch Zinkdepletion deutlich stärker exprimiert. Zink hatte keinen Einfluss auf 
die mRNA-Spiegel. Weder die Inkubation mit Zink noch mit TPEN hatten einen Effekt auf 
die hZIP3-Expression (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
 
 
Der Hintergrund dieser Ergebnisse wurde beim direkten Vergleich der 
unstimulierten Kontrollen aus den verschiedenen Ansätzen deutlich. Der Vergleich 
der Expressionen von hZIP1, hZIP2 und hZIP3 zeigte, dass hZIP3 am stärksten 
exprimiert wird und somit der hauptverantwortliche Zinktransporter in Monocyten 
ist. Aufgrund der Höhe der Expression unterliegt hZIP3 vermutlich keiner 
Regulation durch Zink und TPEN in den eingesetzten Konzentrationen. Obwohl 
hZIP1 und hZIP2 in zinkdefizienter Umgebung hochreguliert werden, scheinen 
diese für den Zinkimport in Monocyten unter physiologischen Bedingungen nur eine 
untergeordnete bzw. keine Rolle zu spielen. 
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Abb.10: hZIP3 ist hauptverantwortlich für den Import von Zink in Monocyten. 
Der direkte Vergleich von unstimulierten Proben aus real-time PCR-Experimenten zeigte, 
dass hZIP3 am stärksten in Monocyten (THP-1 Zellen) exprimiert wird. Die hZIP-mRNA 
wurde auf die mRNA des PBGD normalisiert (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
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4.2.2. hZIP-Charakterisierung von mononucleären Zellen 
 
Erste Merkmale zur Charakterisierung der hZIPs in Monocyten wurden unter 4.2.1. 
gezeigt. Darüber hinaus gewinnt hZIP1 in zinkdepletierten Monocyten an 
Bedeutung, da der mRNA-Spiegel deutlich erhöht war nach Inkubation mit TPEN 
und sogar die Expression von hZIP3 überstieg (Abb.11).  
 
 
Abb.11: Einfluss von TPEN auf die hZIP mRNA in Monocyten (THP-1).  
THP-1 Zellen wurden 40 h mit 2,5 µM TPEN kultiviert. Anschließend wurden die hZIP 
mRNA-Spiegel mittels real-time PCR bestimmt. Die hZIP mRNA wurde auf die mRNA des 
PBGD normalisiert. Unter physiologischen Bedingungen ist hZIP3 der Haupttransporter 
(w/o). Bei Zinkentzug wird hZIP1 hochreguliert und somit der wichtigste Zinktransporter 
(TPEN) (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
 
Um den Einfluss von Zink und TPEN auf die hZIP-Transporter zu verdeutlichen, 
wurde nicht nur die mRNA untersucht, sondern auch die Proteine selbst. Zu diesem 
Zwecke wurden Monocyten (THP-1 Zellen) mit anti-CD45 und anti-hZIP1-
Antikörpern (letzterer wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. R.B. 
Franklin, Universität von Baltimore, USA) markiert und im Durchflusscytometer 
gemessen. Die Untersuchungen beschränkten sich nur auf hZIP1, da hZIP2, wie 
bereits erwähnt, nur eine geringfügige Rolle in der Zinkaufnahme spielt und ein 
Antikörper zur Markierung von hZIP3 zum Zeitpunkt der Untersuchungen weder 
publiziert noch kommerziell erhältlich war. 
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Obwohl CD45 als pan-Leukocyten-Marker gilt, also auf allen Leukocyten 
vorhanden sein müsste, wurde dieser nicht auf den THP-1 Zellen detektiert (Abb. 
12). Durch die Markierung mit anti-hZIP1 ließ sich erkennen, dass die Expression 
des Proteins hZIP1 durch die Inkubation mit Zink und TPEN beeinflusst wurde. 
Das Protein wurde durch 30 µM Zink nur geringfügig herunterreguliert. Die 
Inkubation mit 2,5 µM TPEN zeigte einen deutlicheren Effekt, da hZIP1 um mehr 
als das Vierfache auf der Zelloberfläche exprimiert wurde im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle (w/o) (Abb.12). 
 
 
Abb.12: hZIP1-Proteinexpression auf Monocyten (THP-1).  
THP-1 Zellen wurden für 40 h mit 30 µM Zink oder 2,5 µM TPEN kultiviert. Anschließend 
wurde die hZIP1-Expression durch die gleichzeitige Markierung mit anti-CD45- und anti-
hZIP1-Antikörpern im Durchflusscytometer gemessen. Angegeben ist der prozentuale Anteil 
der hZIP1+-Zellen. Durch die Inkubation mit Zink wurde das Protein leicht herunterreguliert 
(Zn). Die Inkubation mit TPEN führte zur deutlich verstärkten Expression auf der Oberfläche 
(TPEN). Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. 
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Im Folgenden werden die Ergebnisse für die Untersuchungen an einer B-Zelllinie, 
einer T-Zelllinie und an PBMC gezeigt. In B-Zellen (Raji Zellen) ist unter normalen 
Bedingungen der mRNA-Spiegel von hZIP1 der höchste und hZIP1 somit der 
Haupttransporter (Abb12a). Wie bei Monocyten hatte auch hier eine Stimulation mit 
Zink keine Auswirkung auf die Expression (Abb.13b). Nach Inkubation mit 2,5 µM 
TPEN verzeichneten hZIP1 und hZIP3 eine sehr stark erhöhte Expression, welche 
für das Protein hZIP1 auf der Zelloberfläche bestätigt werden konnte (Abb.14). Von 
allen Leukocytensubpopulationen zeigten die B-Zellen den größten Effekt nach der 
TPEN-Inkubation. 
 
 
Abb.13: hZIP mRNA-Spiegel in B-Zellen (Raji).  
Raji Zellen wurden für 40 h mit 15 µM bzw. 30 µM Zinksulfat oder 2,5 µM TPEN kultiviert. 
Anschließend wurden die hZIP mRNA-Spiegel mittels real-time PCR bestimmt. Die hZIP-
mRNA wurde auf die mRNA des PBGD normalisiert.  a Unter physiologischen Bedingungen 
ist hZIP1 der Haupttransporter (w/o).  b Zink hatte keinen Einfluss auf die Expression. Bei 
Zinkentzug werden hZIP1 und hZIP3 stark hochreguliert, hZIP1 bleibt aber der wichtigste 
Zinktransporter (TPEN) (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
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Abb.14: hZIP1-Proteinexpression auf B-Zellen (Raji).  
Raji Zellen wurden für 40 h mit 30 µM Zinksulfat oder 2,5 µM TPEN kultiviert. Anschließend 
wurde die hZIP1-Expression durch die gleichzeitige Markierung mit anti-CD45- und anti-
hZIP1-Antikörpern im Durchflusscytometer gemessen. Angegeben ist der prozentuale Anteil 
der CD45+-Zellen, welche auch hZIP1 tragen. Durch die Inkubation mit Zink wurde das 
Protein leicht herunterreguliert (Zn). Die Inkubation mit TPEN führte zur deutlich verstärkten 
Expression auf der Oberfläche (TPEN).  
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. 
 
 
Die Untersuchungen an T-Zellen (Jurkat Zellen) und an frisch isolierten PBMC 
ergaben, dass weder eine Zinkdepletion noch eine Zinksupplementierung zu großen 
Veränderungen der hZIP mRNA-Spiegel führte (Abb.15, Abb.16). Da sich bei 
vorangegangenen Vitalitätsanalysen herausstellte, dass der Einsatz von 2,5 µM 
TPEN die Lebendzellzahl sowohl von Jurkat Zellen als auch von PBMC reduzierte, 
musste bei diesen Experimenten die Konzentration auf 1,0 µM TPEN verringert 
werden. Es zeigte sich, dass hZIP3 in T-Zellen und in PBMC der Haupttransporter 
war.  
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Die Ähnlichkeit der Ergebnisse beider Zelltypen mag daher rühren, dass sich PBMC 
hauptsächlich aus T-Zellen zusammensetzten und Monocyten und B-Zellen einen 
geringeren Anteil stellen. Darüber hinaus zeigte sich, dass auf der Oberfläche von T-
Zellen die Expression von hZIP1 durch Zinkdepletion erhöht werden konnte 
(Abb.17). 
 
 
Abb.15: hZIP mRNA-Expression in T-Zellen (Jurakt).  
Jurkat Zellen wurden 40 h mit 15 µM bzw. 30 µM Zinksulfat oder 1,0 µM TPEN kultiviert. 
Anschließend wurden die hZIP mRNA-Spiegel mittels real-time PCR bestimmt. Die hZIP-
mRNA wurde auf die mRNA des PBGD normalisiert. Unter physiologischen Bedingungen ist 
hZIP3 der Haupttransporter (w/o). Weder Zink noch TPEN hatten einen großen Einfluss auf 
die mRNA-Spiegel (n = 3). 
 
 
 
Abb.16: hZIP mRNA-Expression in primären Zellen (PBMC).  
PBMC wurden 40 h mit 15 µM bzw. 30 µM Zinksulfat oder 1,0 µM TPEN kultiviert. 
Anschließend wurden die hZIP mRNA-Spiegel mittels real-time PCR bestimmt. Die hZIP-
mRNA wurde auf die mRNA des PBGD normalisiert. Unter physiologischen Bedingungen ist 
hZIP3 der Haupttransporter (w/o). Weder Zink noch TPEN hatten einen großen Einfluss auf 
die mRNA-Spiegel (n = 3). 
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Abb.17: hZIP1-Proteinexpression auf T-Zellen (Jurkat).  
Jurkat Zellen wurden für 40 h mit 30 µM Zinksulfat oder 1,0 µM TPEN kultiviert. 
Anschließend wurde die hZIP1-Expression durch die gleichzeitige Markierung mit anti-
CD45- und anti-hZIP1-Antikörpern im Durchflusscytometer gemessen. Angegeben ist der 
prozentuale Anteil der CD45+-Zellen, welche auch hZIP1 tragen. Durch die Inkubation mit 
Zink wurde das Protein leicht hochreguliert (Zn). Die Inkubation mit TPEN führte zur deutlich 
verstärkten Expression auf der Oberfläche (TPEN).  
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. 
 
Schließlich wurde dem unterschiedlichen Verhalten von Raji und Jurkat Zellen nach 
Zink- und TPEN-Stimulation nachgegangen. Aufschluss sollten die Messungen des 
frei verfügbaren Zinks sowie der Aufnahmekapazitäten im Durchflusscytometer mit 
Hilfe des Fluoreszenzmarkers FluoZin3, welcher eine hohe Affinität und Selektivität 
für cytoplasmatisches Zink besitzt, geben. Die Menge an frei verfügbarem Zink 
unter physiologischen Bedingungen und nach der Inkubation mit 20 µM bzw. 50 
µM Zink wurde ermittelt (Abb.18). Beide Zelllinien zeigten, dass sie nach der 
Inkubation konzentrationsabhängig und im Verhältnis zu ihrem Ausgangsgehalt 
ähnliche Steigerungen an freiem intrazellulärem Zink erfahren hatten. Die Tatsache, 
dass unter normalen Bedingungen die Menge an freiem Zink in Raji Zellen nur 
knapp halb so groß war wie in Jurkat Zellen, legt die Vermutung nahe, dass Raji 
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Zellen stärker von einer Zinkdepletion betroffen sind und deshalb die hZIP-
Transporter stärker heraufregulieren. 
Aus diesen Resultaten lassen sich folgende Charakteristika ableiten: hZIP3 ist 
hauptsächlich verantwortlich für den Zinkimport in Monocyten, T-Zellen und 
PBMC, während hZIP1 der Haupttransporter in B-Zellen ist. Der Einfluss einer 
Zinksupplementierung auf die hZIP-Expression ist nur sehr gering und lässt sich bei 
den untersuchten Zellen nur auf der Proteinebene erkennen. Hingegen sind die 
Effekte der Zinkdepletion stark in B-Zellen, mäßig in Monocyten und eher gering in 
T-Zellen und PBMC. 
 
 
Abb.18: Frei verfügbares Zink und Zinkaufnahme in Jurkat und Raji. 
Jurkat und Raji wurden zunächst für 30 min. mit FluoZin3, dann für 15 min. mit 0, 20 oder 
50 µM Zinksulfat inkubiert und anschließend im Durchflusscytometer gemessen. Raji 
verfügt nur knapp über die Hälfte des frei verfügbaren Zinks im Vergleich zu Jurkat. Beide 
erfahren in Relation zur w/o-Kontrolle ähnlich große Steigerungen an freiem Zink 
(Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
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4.2.3. Einfluss auf die Funktionalität von mononucleären Zellen 
 
Nach der Beschreibung der hZIP-Transporter in mononucleären Zellen wurde der 
Frage nachgegangen, welchen Einfluss ihre Expression auf die Funktionalität dieser 
Zellen hat. Dafür wurden PBMC mit unterschiedlichen, für die jeweiligen 
Subpopulationen spezifischen Stimulanzien inkubiert. Im Vorwege wurden die 
Zellen mit Zink und TPEN stimuliert, um die hZIP-Transporter entsprechend zu 
regulieren. 
Lipopolysaccharide (LPS) sind ein Bestandteil der Zellwand von gramnegativen 
Bakterien und eignen sich für die spezifische Stimulation von Monocyten. Durch 
das Messen von Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-α im ELISA sollte die Auswirkung 
des veränderten hZIP-Profils auf die Reaktion von Monocyten auf LPS erfasst 
werden (19a). Das Pokeweed-Mitogen (PWM) ist ein Lektin aus Phytolacca 
americana und regt B-Zellen spezifisch zur Proliferation an (Abb.19b). Das 
Superantigen Streptococcus pyogenes erythrogenes toxin A (SPEA) ist ein starkes 
Stimulans für T-Zellen und induziert deren Proliferation (Abb.19c). Die 
Proliferationen von B- und T-Zellen wurden in [3H]-Thymidin-Aufnahmeassays 
gemessen. 
Die Abb.19a und Abb.19b zeigen, dass weder die Zinkdepletion noch die 
Supplementierung einen entscheidenden Effekt auf die Reaktion von Monocyten 
und B-Zellen hatte. Die Proliferation von T-Zellen wurde durch die Vorinkubation 
mit TPEN signifikant erhöht (Abb.19c). Dieses Ergebnis mag dadurch bedingt sein, 
dass sich PBMC hauptsächlich aus T-Zellen zusammensetzten und deshalb Effekte 
auf Monocyten und B-Zellen hier nicht zum Tragen kommen. Es zeigt allerdings, 
dass es einen Zusammenhang zwischen der zur Verfügung stehenden Zinkmenge 
und der Proliferation von Zellen gibt, auf den später noch genauer eingegangen 
wird. 
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Abb.19: Einfluss von Zink und TPEN auf die Funktionalität von PBMC. 
PBMC wurden für 40 h mit 15 µM bzw. 30 µM Zinksulfat oder 1,0 µM TPEN kultiviert und 
anschließend entweder mit LPS, PWM oder SPEA stimuliert. Es wurde TNF-α im ELISA 
bzw. die [3H]-Thymidin-Aufnahme im Proliferationsassay gemessen  a Zink und TPEN 
haben keinen Einfluss auf die Reaktion von PBMC auf LPS.  b Zink und TPEN verändern 
die Reaktion von PBMC auf PWM nicht wesentlich.  c Nach der Vorinkubation mit TPEN ist 
die Reaktion von PBMC auf SPEA stark erhöht (Mittelwerte aus n = 3 ± SE, * p = 0,05). 
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4.2.4. Zusammenhang zwischen hZIP-Expression und Zellproliferation 
 
Die Expression von hZIP1, hZIP2 und hZIP3 in den verschiedenen Subpopulationen 
der mononucleären Zellen wurde unter 4.2.2 separat für jede Zellart gezeigt. Nach 
direkter Gegenüberstellung der unstimulierten Kontrollen von THP-1, Raji, Jurkat 
und PBMC wurde deutlich, dass die hZIP mRNA-Spiegel in PBMC fünf- bis 
zehnfach höher sind als in den Zelllinien (Abb.20). Der wesentliche Unterschied 
zwischen diesen Zellen besteht darin, dass die Zelllinien immortalisiert sind und 
ständig proliferieren, wohingegen PBMC eine begrenzte Lebensdauer haben und in 
die Apoptose gehen können. 
 
 
Abb.20: Vergleich der hZIP mRNA-Expression in primären Zellen und Zelllinien. 
Die hZIP mRNA-Spiegel von PBMC und den Zelllinien THP-1, Raji und Jurkat unter 
physiologischen Bedingungen wurden mittels real-time PCR bestimmt. Die hZIP-mRNA 
wurde auf die mRNA des PBGD normalisiert. Bei dem Vergleich dieser unstimulierten 
Proben fällt auf, dass der hZIP mRNA-Spiegel in PBMC fünf- bis zehnfach höher ist als in 
den Zelllinien (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
 
Wurden PBMC mit dem Superantigen SPEA zur Proliferation angeregt, so zeigte 
sich, dass die hZIP-Transporter nach der Stimulation deutlich herunterreguliert 
waren (Abb.21). Auch in B-Zell-angereicherten PBMC, welche zuvor mit dem 
Epstein-Barr-Virus (EBV) transformiert und somit immortalisiert wurden, ließ sich 
feststellen, dass die hZIP mRNA-Spiegel in den nun kontinuierlich proliferierenden 
Zellen deutlich verringert waren (Abb.22). 
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Abb.21: Proliferierende PBMC zeigen eine niedrige hZIP-Expression. 
PBMC wurden für 40 h mit SPEA (250 ng/ml) inkubiert und anschließend deren hZIP 
mRNA-Spiegel mittels real-time PCR quantifiziert. Die hZIP-mRNA wurde auf die mRNA 
des PBGD normalisiert. SPEA regt die Zellen zur starken Proliferation an und regulierte 
dabei die hZIP-mRNA herunter (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
 
 
 
 
Abb.22: Immortalisierte Zellen haben niedrigere hZIP mRNA-Expression. 
B-Zellen angereicherte PBMC wurde mit Epstein-Barr-Virus (EBV) transformiert. Vor (v.T.) 
und nach (n.T.) der Transformation wurden die hZIP mRNA mittels real-time PCR-
Untersuchungen quantifiziert. Die hZIP-mRNA wurde auf die mRNA des PBGD 
normalisiert. Nach der Transformation ließen sich deutliche niedrigere mRNA-Spiegel 
feststellen (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
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Dieses Ergebnis wurde durch die Untersuchung des hZIP1-Proteins auf der 
Zelloberfläche der CD19+-B-Zell-Fraktion im Durchflusscytometer untermauert. Es 
zeigte sich, dass der Anteil der CD19+hZIP1+-Zellen von 10,1% vor der EBV-
Transformation auf 5,1% nach der Transformation sank (Abb.23). 
 
 
Abb.23: Immortalisierte Zellen zeigen niedrigere hZIP1-Protein Expression 
B-Zell angereicherte PBMC wurde mit Epstein-Barr-Virus (EBV) transformiert. Die 
Oberflächenexpression von hZIP1 auf den PBMC und den EBV-Zellen wurde durch eine 
gleichzeitige Markierung mit anti-CD19- und anti-hZIP1-Antikörpern im Durchflusscytometer 
bestimmt. Angegeben ist der prozentuale Anteil der CD19+-Zellen, welche auch hZIP1 
tragen. Nach der EBV-Transformation waren nur noch die Hälfte der Zellen CD19-hZIP1-
doppel-positiv.  
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. 
 
Um festzustellen, ob diese Beobachtungen nicht nur in vitro, sondern auch in vivo 
relevant sind, wurde das hZIP-Expressionprofil von Patienten mit chronisch 
lymphatischer Leukämie (CLL), welche sich hauptsächlich durch die unkontrollierte 
Proliferation von B-Zellen auszeichnet, untersucht. Im Gegensatz zu der 
Kontrollgruppe mit einem Bronchialkarzinom (BK) zeigten die entarteten PBMC 
der Patienten mit CLL niedrigere hZIP mRNA-Spiegel (Abb.24). Damit ließ sich 
das Phänomen der niedrig exprimierten hZIP-Transporter in proliferierenden und 
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immortalisierten Zellen auch in vivo bestätigen. Das Projekt wurde als Pilotstudie 
zur CLL-Diagnostik unter der Nummer EK100/2004 von der Ethikkommission der 
Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen genehmigt. 
 
 
Abb.24: hZIP-Expression in leukämischen Zellen. 
hZIP mRNA von Patienten mit chronisch lymphatischer Leukämie (CLL) oder einem 
Bronchialkarzinom (BK) wurden mittels real-time PCR quantifiziert. Die hZIP-mRNA wurde 
auf die mRNA des PBGD normalisiert. Patienten mit CLL zeigten dabei deutlich niedrigere 
hZIP mRNA-Spiegel (Mittelwerte aus n = 4 ± SE je Patientengruppe). 
 
Diese Ergebnisse führten zu der Vermutung, dass Zink ein wichtiger Faktor für die 
Apoptose von Zellen ist. Zelllinien schienen aufgrund niedrigerer hZIP-Expression 
weniger Zink aufzunehmen und seltener bzw. gar nicht in die Apoptose zu gehen. In 
der Literatur wurde beschrieben, dass Zink einen apoptotischen Effekt ausüben kann 
(Kodoh et al., 2002). Außerdem wurden Zellen in zinkdefizienten Ratten leichter zur 
Tumorbildung angeregt (Ishii et al., 2004). Dieser Effekt trat nicht auf, wenn die 
besagten Tiere mit normaler Zinkmenge gefüttert wurden. 
Die B-Zelllinie Raji proliferierte nach der Zinkdepletion durch TPEN stärker 
(Abb.25), wie es auch schon für T-Zellen gezeigt wurde (Abb.19c). Die Inkubation 
mit dem Apoptoseinduktor Camptothecin führte zu einer signifikant verringerten 
Proliferation der zinkdefizienten Zellen gegenüber der Kontrolle, da diese Zellen 
vermutlich eine höhere Apoptoserate aufzeigten.  
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Abb.25: Einfluss von TPEN und Camptothecin auf die Zellproliferation. 
Raji Zellen wurden für 40 h mit 1,0 µM TPEN vorkultiviert, dann für 1 h mit Camptothecin 
(0,1 µg/ml) inkubiert, und schließlich die Proliferation für 4 Tage in einem [3H]-Thymidin-
Aufnahmeassay bestimmt. Durch Zinkentzug wird die Zellproliferation erhöht und die 
Apoptoseinduktion deutlich verstärkt (Mittelwerte aus n = 6 ± SE, ** p > 0,01). 
 
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass Zink entscheidend für die Apoptose 
von Zellen ist. Entartete Zellen proliferieren kontinuierlich und gehen nicht in die 
Apoptose, zeigen aber eine niedrigere Expression von hZIP-Transportern. Das 
Expressionsprofil könnte somit als Indikator für den Status einer Zelle gewertet 
werden. 
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4.3. Einfluss von Zink auf die Signaltransduktion 
 
4.3.1. Wirkung auf die MLC 
 
Die gemischte Lymphocytenkultur (MLC) ist ein etabliertes in vitro Modell in der 
Transplantationsmedizin. Es wurde nicht nur gezeigt, dass Zink in der Lage ist, 
diese allogene Reaktion zu inhibieren (aCampo et al., 2001), sondern auch, dass 
Zink dabei keinen Einfluss auf die antigene Reaktion nimmt (Faber et al., 2004). Die 
Hemmung der MLC ist auch ex vivo möglich, welches Untersuchungen an PBMC 
von Probanden ergaben, die eine Woche lang täglich 80 mg Zink eingenommen 
hatten. Das Cytokin IFN-γ wird als sensitiver Parameter für die direkte T-Zell 
Aktivierung in der MLC gemessen (Danzer et al., 1996). 
Eigene Experimente bestätigten, dass durch die Vorinkubation mit Zink die IFN-γ 
Ausschüttung in der MLC signifikant reduziert wird (Ab26a). Zur Untermauerung 
der ex vivo Ergebnisse wurden PBMC von den gleichen Spendern an zwei 
verschiedenen Zeitpunkten für die Mischung von MLCs verwendet, um zu 
untersuchen, ob die IFN-γ Ausschüttung einer zeitlichen Schwankung unterliegt. 
Dieses konnte für die untersuchten gesunden, männlichen Spender ausgeschlossen 
werden (Abb.26b). 
 
 
Abb.26: Einfluss von Zink und von der Zeit auf die MLC.  
Die PBMC zweier Spender wurden zu einer MLC gemischt. Nach fünf Tagen wurde die  
IFN-γ Produktion im ELISA bestimmt.  a Die Vorinkubation mit 50 µM Zinksulfat inhibierte 
die IFN-γ Ausschüttung in der MLC signifikant (n = 8 Probanden, daraus angesetzt n = 12 
MLCs, * p < 0,05).  b Die MLC wurde am Tag 1 (MLC 1) und am Tag 10 (MLC 2) mit den 
gleichen Spendern durchgeführt. Die Zeit hatte keinen signifikanten Einfluss auf die IFN-γ 
Ausschüttung (n = 4 Probanden, daraus angesetzt n = 6 MLCs). Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± SE. 
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Um herauszufinden, ob Zink auch die Proliferation der Zellen in der MLC inhibiert, 
wurden [3H]-Thymidin-Aufnahmeassays durchgeführt (Abb.27). Mit dieser 
Methode wurde allerdings bestätigt, dass Zink in der Lage ist, Proben zur 
Proliferation anzuregen, welche nur die PBMC eines einzelnen Spenders enthalten 
(Kirchner & Rühl, 1970). Die PBMC in der MLC proliferierten sehr stark, wurden 
aber nicht durch Zink in ihrer Proliferation inhibiert. 
Es ließ sich somit zeigen, dass Zink die Reaktion in der MLC auf Cytokinebene 
hemmt, aber keinen Einfluss auf die Proliferation der Zellen hat.  
 
 
Abb.27: Einfluss von Zink auf die Proliferation von Zellen in der MLC. 
Die Proliferation der Zellen wurde für 4 Tage mittels eines [3H]-Thymidin-Aufnahmeassays 
bestimmt. Die Inkubation der PBMC mit 50 µM Zinksulfat führte zu einer signifikanten 
Erhöhung der Proliferation (* p < 0,05). Die PBMC zweier Spender wurden zu einer MLC 
gemischt. Die Vorinkubation mit Zinksulfat hatte keinen Einfluss auf die Proliferation der 
Zellen in der MLC (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
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4.3.2. Wirkung auf die Zellaktivierung  
 
Unter 4.3.1. wurde gezeigt, dass Zink die MLC inhibiert, allerdings konnte der 
genaue Mechanismus dafür noch nicht beschrieben werden. Frühere 
Untersuchungen zeigten, dass neben Interferon (IFN)-γ auch Interleukin (IL)-2, 
beides sind typische Cytokine für T-Helfer-1 (TH1)-Zellen, eine wichtige Rolle bei 
der MLC-Regulation spielen. IL-4 aus TH2-Zellen ist in der Lage, die MLC zu 
inhibieren (Danzer et al., 1994). Es wurde jedoch auch veröffentlicht, dass Zink in 
der Lage ist, mit IL-4 zu interagieren (Jyonouchi et al., 1991), da IL-4 
normalerweise die Expression von CD5 auf B-Zellen verringert und im 
zinkdepletierten Medium dieser Effekt reduziert ist. Ferner gibt es Publikationen, 
die eine Rolle für STAT5 bei der Reaktion auf Antigene (Welte et al., 1999) bzw. 
für STAT3 bei der Reaktion auf allogene Stimuli (Gerwien et al., 1999) diskutieren. 
Um diesen Hinweisen genauer nachgehen zu können, wurden folgende 
experimentelle Modelle verwendet: 
1. Die Proliferation der Zelllinie CTLL-2 ist strikt IL-2 abhängig. IL-2 aktiviert 
STAT5 (Kirken et al., 1995). 
2. Die Proliferation der Zelllinie B9 ist strikt IL-6 abhängig. IL-6 aktiviert STAT3 
(Stahl et al., 1995). 
Beide Zelllinien lassen sich aber auch mit IL-4 zur Proliferation anregen. IL-4 soll 
in der Lage sein, STAT6 zu aktivieren (Takeda, 1996). 
 
Zunächst zeigten Untersuchungen mit CTLL-2 Zellen, dass Zink nicht das durch IL-
2 hervorgerufene Wachstum inhibierte (Abb.28a), jedoch die durch IL-4 induzierte 
Proliferation signifikant hemmte (Abb.28b).  
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Abb.28: Einfluss von Zink auf die Proliferation von CTLL-2 Zellen. 
CTLL-2 Zellen wurden mit Zink und IL-2 (0,5 U/ml) bzw. IL-4 (2,5 U/ml) stimuliert und deren 
Proliferation für 4 Tage in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay bestimmt.  a Zink hatte 
keinen Einfluss auf die durch IL-2 induzierte Proliferation (Mittelwerte aus n = 3 ± SE).        
b Zink inhibierte die durch IL-4 induzierte Proliferation signifikant unabhängig von der 
gewählten Zinkkonzentration (Mittelwerte aus n = 3 ± SE, * p < 0,05). 
 
 
Dieser Effekt ließ sich aber nicht auf eine strikte zinkabhängige Regulation, sondern 
nur auf eine direkte Wirkung von Zink zurückführen, da die Inkubation mit dem 
Zinkchelator TPEN keine Auswirkungen zeigte (Abb.29).  
 
 
Abb.29: Einfluss von TPEN auf die Proliferation von CTLL-2 Zellen. 
CTLL-2 Zellen wurden mit Zink, TPEN und IL-2 (0,5 U/ml) bzw. IL-4 (2,5 U/ml) stimuliert und 
deren Proliferation für 4 Tage in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay bestimmt.  a TPEN 
und Zink hatten keinen Einfluss auf die durch IL-2 induzierte Proliferation (Mittelwerte aus  
n = 3 ± SE).  b Zink inhibierte die durch IL-4 induzierte Proliferation signifikant (Mittelwerte 
aus n = 3 ± SE, * p < 0,05). TPEN hatte keinen Einfluss auf die Proliferation. 
 
Dieses Ergebnis konnte aber nicht mit der Hemmung der STAT6-Phosphorylierung 
begründet werden, wie zunächst angenommen. Westernblot Untersuchungen 
ergaben, dass Zink weder in der Lage war, die Aktivierung von STAT5 (Abb.30a) 
noch von STAT6 (Abb.30b) zu beeinflussen. 
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Abb.30: Einfluss von Zink auf die STAT-Phosphorylierung in CTLL-2 Zellen. 
CTLL-2 Zellen wurden für 15 min. mit Zinksulfat vorkultiviert, dann für weitere 15 min. mit  
IL-2 (100 U/ml) bzw. IL-4 (150 U/ml) stimuliert, lysiert und hinsichtlich der STAT5- und 
STAT6-Phosphorylierung mittels Westernblot untersucht.  a Zink hatte keinen Einfluss auf 
die Aktivierung von STAT5 durch IL-2 oder IL-4.  b Zink hatte ebenfalls keinen Einfluss auf 
die STAT6-Aktivierung durch IL-2 oder IL-4.  
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. 
 
Im Gegensatz dazu zeigten die [3H]-Thymidin-Aufnahmeassays mit B9 Zellen, dass 
Zink sowohl mit IL-6 als auch mit IL-4 zusammen einen synergistischen Effekt auf 
die Proliferation hatte (Abb.31). Dieser Effekt basierte jedoch nicht auf einer 
strikten zinkabhängigen Regulation, da die Proliferation der mit TPEN behandelten 
Proben genauso stark war wie die der Kontrollen (Abb.32). Westernblot Analysen 
ergaben, dass Zink auch hier nicht in der Lage war, die Phosphorylierung von 
STAT3 und STAT6 zu beeinflussen (Abb.33). 
 
 
Abb.31: Einfluss von Zink auf die Proliferation von B9 Zellen. 
B9 Zellen wurden mit Zinksulfat und IL-6 (0,5 U/ml) bzw. IL-4 (30 U/ml) stimuliert und deren 
Proliferation für 4 Tage in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay bestimmt.  a Zink hatte 
einen synergistischen Effekt auf die durch IL-6 induzierte Proliferation (Mittelwerte aus n = 3 
± SE, * p < 0,05, ** p < 0,01).  b Zink hatte ebenfalls einen synergistischen Effekt auf die 
durch IL-4 induzierte Proliferation (Mittelwerte aus n = 3 ± SE, * p < 0,05). 
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Abb.32: Einfluss von TPEN auf die Proliferation von B9 Zellen. 
B9 Zellen wurden mit Zinksulfat und IL-6 (0,5 U/ml) bzw. IL-4 (30 U/ml) stimuliert und deren 
Proliferation für 4 Tage in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay bestimmt.  a Zink hatte 
einen synergistischen Effekt auf die durch IL-6 induzierte Proliferation (Mittelwerte aus n = 3 
± SE, * p < 0,05. ** p < 0,01). TPEN hatte keinen Einfluss.  b Zink hatte ebenfalls einen 
synergistischen Effekt auf die durch IL-4 induzierte Proliferation (Mittelwerte aus n = 3 ± SE, 
* p < 0,05). TPEN hatte keinen Einfluss. 
 
 
 
 
 
 
Abb.33: Einfluss von Zink auf die STAT-Phosphorylierung in B9 Zellen. 
B9 Zellen wurden für 15 min. mit Zinksulfat vorkultiviert, dann für weitere 15 min. mit IL-6 
(100 U/ml) bzw. IL-4 (150 U/ml) stimuliert, lysiert und hinsichtlich der STAT3- und STAT6-
Phosphorylierung mittels Westernblot untersucht.  a Zink hatte keinen Einfluss auf die 
Aktivierung von STAT3 durch IL-6 oder IL-4.  b Zink hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die 
STAT6-Aktivierung durch IL-6 oder IL-4.  
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. 
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Das unterschiedliche Verhalten der beiden Zelllinien war nicht auf verschiedene 
intrazelluläre Zinkspiegel und differentielle Aufnahmekapazitäten zurückzuführen, 
da diese Faktoren bei beiden Zelllinien ungefähr gleich waren (Abb.34).  
 
 
Abb.34: Frei verfügbares Zink und Zinkaufnahme in CTLL-2 und B9 Zellen. 
CTLL-2 und B9 wurden zunächst für 30 min. mit FluoZin3, dann für 15 min. mit 0, 20 oder 
50 µM Zinksulfat inkubiert und anschließend im Durchflusscytometer gemessen. CTLL-2 
und B9 unterschieden sich nicht hinsichtlich des frei verfügbaren Zinks und nahmen in 
Relation zur w/o-Kontrolle ähnlich große Mengen an Zink auf (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
 
 
Aufgrund dieser Ergebnisse konnte zwar noch nicht geklärt werden, welcher 
molekulare Mechanismus hinter der MLC-Inhibition durch Zink steckt, jedoch 
wurde deutlich, dass Zink eine durch IL-4 induzierte Proliferation inhibieren kann. 
Diese Ergebnisse zeigen allerdings auch, dass die Signaltransduktion über die 
STAT-Proteine bei der Proliferation der untersuchten Zellen keine Rolle spielt. 
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4.3.3. Interaktion zwischen Zink und CD45 
 
Unter 4.3.2. wurde gezeigt, dass Zink mit der Signaltransduktion von IL-4 
interagiert. Da dies aber nicht den molekularen Mechanismus für die Inhibition der 
MLC durch Zink erklärt, wurde der Erkenntnis nachgegangen, dass bestimmte 
Isotypen von anti-CD45-Antikörpern in der Lage sind, die MLC zu hemmen (Zong 
& Lazarovits, 1998). CD45 ist eine Phosphotyrosin-Phosphatase (PTPase), die 
durch Dephosphorylierung von Proteinen eine entscheidende Rolle bei der 
Aktivierung von Zellen spielt. Von Zink ist bekannt, dass es PTPasen hemmt, was 
normalerweise zu einer Blockade von CD45 führen sollte (Maret et al.,1999). 
Zunächst wurde untersucht, ob das unter 4.3.2 gezeigte unterschiedliche Verhalten 
von B9 und CTLL-2 Zellen auf eine unterschiedliche Expression von CD45 
zurückgeführt werden kann. Tatsächlich ergaben Untersuchungen im 
Durchflusscytometer, dass B9 Zellen kein CD45 auf der Oberfläche tragen 
(Abb.35). So könnte dieses Fehlen dafür verantwortlich sein, dass es zu einem 
Synergie-Effekt zwischen Zink und IL-4 bzw. IL-6 kam, wohingegen bei CTLL-2 
Zellen durch die Anwesenheit von CD45 ein Zusammenwirken von Zink und IL-4 
zur Proliferationshemmung führte. 
 
 
Abb.35: CD45-Expression auf CTLL-2 und B9 Zellen. 
CTLL-2 und B9 Zellen wurden mit anti-CD45-Antikörper inkubiert und anschließend im 
Durchflusscytometer gemessen. Im Gegensatz zu den CTLL-2 Zellen konnte bei den B9 
Zellen kein Unterschied zwischen der mit anti-CD45-Antikörper markierten Probe 
(ausgefüllte Fläche) und der dazu gehörigen Isotyp-Kontrolle (Linie) festgestellt werden. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n = 3. 
 
Als zweiter Schritt wurden Experimente an Primärzellen mit einem anti-CD45-
Antikörper durchgeführt, der von der Zelllinie CF-10H5 produziert wurde. Es zeigte 
sich, dass dieser in der Lage war, die Proliferation von PBMC zu hemmen 
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(Abb.36a). Eine gleichzeitige Inkubation mit Zink und dem anti-CD45-Antikörper 
ergab eine signifikante Erhöhung gegenüber derjenigen Probe, welche nur alleine 
mit dem Antikörper inkubiert wurde. Ein signifikanter Unterschied zu den nur mit 
Zink inkubierten PBMC war nicht festzustellen. 
Ein ähnliches Bild ergab sich für die MLC-Ansätze (Abb.36b): Die Inkubation der 
PBMC mit dem anti-CD45-Antikörper vor dem Mischen der MLC führte zu einer 
deutlich verminderten Proliferation. Dieser Effekt wurde bei gleichzeitiger 
Inkubation mit Zink und dem anti-CD45-Antikörper nicht beobachtet. 
 
Abb.36: Einfluss des anti-CD45-Antikörpers auf PBMC und die MLC 
PBMC wurden mit 50 µM Zinksulfat, dem anti-CD45-Antikörper (1 µg/ml) oder mit beidem 
vorinkubiert und deren Proliferation für 4 Tage in einem [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay 
bestimmt.  a Durch Zink wurde die Proliferaton der PBMC signifikant erhöht (* p < 0,05), 
durch den anti-CD45-Antikörper signifikant erniedrigt (** p < 0,01). Die Inkubation mit 
beiden hob die Hemmung durch anti-CD45 auf (* p < 0,05) (Mittelwerte aus n = 3 ± SE). 
b Die PBMC zweier Spender wurden zu einer MLC gemischt. Die Vorinkubation mit 
Zinksulfat hatte keine Auswirkungen. Anti-CD45 alleine führte zu einer deutlich verringerten 
Proliferation. Dieser Effekt wurde durch die Inkubation mit beiden aufgehoben (Mittelwerte 
aus n = 3 ± SE). 
 
Durch diese Ergebnisse wird eine Interaktion zwischen CD45 und Zink deutlich. 
Der hier verwendete anti-CD45-Antikörper ist in der Lage, die Funktion von CD45 
zu blockieren und die Proliferation der Zellen zu inhibieren. Zink hingegen regt die 
PBMC zur Proliferation an. Der Mechanismus, der hinter der Wechselwirkung 
zwischen Zink und dem anti-CD45-Antikörper steckt und zur Aufhebung der 
Inhibition führt, ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. 
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5. Diskussion 
Die Bedeutung von Zink für ein intaktes Immunsystem ist hinlänglich bekannt 
(Rink und Gabriel, 2000; 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die 
Bedeutung von Zink für mononucleäre Zellen. Es konnten nicht nur die direkte 
Stimulation der Zellen durch Zink, sondern auch der Einfluss von Zink auf 
intrazelluläre Vorgänge der Signaltransduktion gezeigt werden. Außerdem wurden 
die drei entscheidenden Zinkaufnahme-Transporter charakterisiert. 
Monocyten stellen die primären Zielzellen einer Zinkstimulation dar. Ihre 
Aktivierung lässt sich anhand einer Erhöhung der Monokinsekretion nachweisen 
(Driessen et al., 1994). T-Zellen hingegen werden durch Zink nicht direkt aktiviert, 
da T-Zellen bei der Stimulation auf die Anwesenheit von Monocyten angewiesen 
sind (Driessen et al., 1994; Wellinghausen et al., 1997). Ebenso wenig kann Zink 
eine Cytokinausschüttung in isolierten B-Zellen und NK-Zellen hervorrufen (Crea, 
1990). Der Nachteil an der Cytokinmessung nach Ablauf einer Stimulationsperiode 
besteht darin, dass die beobachtete erhöhte Ausschüttung auf die Veränderungen der 
Kulturbedingungen zurückzuführen ist, man aber keine Aussage über eine direkte 
Stimulation der Zellen durch Zink machen konnte. In dieser Arbeit konnte erstmals 
nachgewiesen werden, dass Zink eine direkte stimulatorische Wirkung auf 
Monocyten und B-Zellen hat. T-Zellen, wie z.B. Jurkat Zellen, konnten im 
Cytosensor-Mikrophysiometer nicht gemessen werden, da diese von Natur aus einen 
sehr hohen Grundumsatz haben und eine Aktivitätserhöhung nicht registriert worden 
wäre.  
Die Experimente zeigten, dass Zink die Aktivität der Zellen konzentrationsabhängig 
steigern kann. Andere zweiwertige Kationen wie Nickel und Cobalt zeigten keine 
Wirkung und das häufig als Referenz-Kation verwendete Calcium führte sogar zu 
einer Verminderung der Zellaktivität. Diese Messungen bestätigen, dass die 
Monocyten die Zielzellen einer Zinkstimulation sind, da bei den Zelllinien THP-1, 
HL-60 und MonoMac-1 stärkere Aktivitätssteigerungen zu beobachten waren als bei 
der B-Zelllinie Raji. Dies ist übereinstimmend mit Veröffentlichungen, welche über 
eine geringe Abhängigkeit der B-Zellen von Zink berichteten (Flynn, 1984; Fraker 
et al., 1997). Bemerkenswert war die Tatsache, dass bei MonoMac-1 Zellen keine 
Konzentrationsabhängigkeit während der Zinkstimulation zu erkennen war, sondern 
die verschieden konzentrierten Zinklösungen eine ähnlich starke 
Aktivitätssteigerung hervorriefen. Dies mag darauf zurückzuführen sein, dass diese 
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Zellen weiter ausdifferenziert sind als die anderen beiden Monocyten-Zelllinien und 
bereits auf kleine Zinkmengen sensitiv reagieren. 
Obwohl eine direkte Aktivierung von Zellen durch Zink in dieser Arbeit das erste 
Mal gezeigt werden konnte, ist die Interaktion zwischen Zink und cAMP (cyclo-
Adenosin-Monophosphat) bzw. cGMP (cyclo-Guanosin-Monophosphat) schon 
länger bekannt. Diese „second messengers“ spielen eine wichtige Rolle bei der 
Zellaktivierung (Wellinghausen et al., 1996). Zink ist in der Lage, 
Phosphodiesterasen (PDE) zu inhibieren, welche für den Abbau von cAMP und 
cGMP verantwortlich sind (Francis et al., 1994; He et al., 2000). Außerdem wurden 
direkte Interaktionen zwischen Zink und cGMP gezeigt. Die zinkvermittelte 
Inhibition der cGMP-Hydrolyse führte zu einem Anstieg von cGMP (Waetjen et al., 
2001), und cGMP seinerseits modulierte die Aufnahme von Zink (Haase, 2001). 
Der Grund für die inhibitorische Wirkung von Calcium auf die Aktivität der Zellen 
ist unklar. Calcium spielt normalerweise als „second messenger“ eine entscheidende 
Rolle in der intrazellulären Weiterleitung von Signalen, wie zum Beispiel bei G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Bei eukaryontischen Zellen sind durchschnittlich 
extrazelluläre Calciumkonzentrationen von 1000-2000 µM üblich, wohingegen in 
den gezeigten Experimenten bereits Konzentrationen bis 100 µM Einfluss auf die 
Zellaktivität hatten. Über eine inhibitorische Wirkung von Calcium auf die 
Zellaktivität ist bis dato nichts publiziert. 
Zink ist ferner in der Lage, schon in physiologischen Konzentrationen eine Wirkung 
zu erzielen. Es wurde gezeigt, dass eine Konzentration von 15 µM ausreicht, um 
eine durch IL-1β hervorgerufene Aktivierung von EL4 6.1 Zellen signifikant zu 
inhibieren, was auf die spezifische Hemmung der IL-1 Typ-I Rezeptor-assoziierten 
Kinase (IRAK) durch Zink zurückzuführen ist. Dieses wurde bisher nur mit Zink in 
relativ hohen Konzentrationen von 100 µM und mehr gezeigt (Wellinghausen et al., 
1997).  
 
Die Bedeutung der hZIP-Transporter für die Aufnahme von Zink in die Zelle wurde 
durch zahlreiche Untersuchungen in den letzten Jahren sehr gut belegt (Gaither und 
Eide, 2000, 2001b). Dabei wurde wiederholt von der sensitiven und starken 
Regulation von hZIP2 durch Zink berichtet, welche die Vermutung nahe legte, dass 
hZIP2 hauptverantwortlich für die Zinkaufnahme in vielen Zellen sei, wie z.B. in 
THP-1 Zellen und PBMC (Cao et al., 2001; Cousins et al., 2003). Durch die 
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Untersuchung von cDNA Bibliotheken wurde herausgefunden, dass hZIP1 und 
hZIP3 in vielen verschiedenen Humangeweben exprimiert werden, wohingegen 
hZIP2 zunächst nur in wenigen gefunden wurde (Gaither und Eide, 2001a).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen aber eindeutig, dass hZIP3 der entscheidende 
Zinkaufnahme-Transporter für mononucleäre Zellen ist. Die Untersuchungen mit 
THP-1 Zellen zeigten, dass hZIP3 nicht durch Zinkentzug hochreguliert wurde, wie 
es bei hZIP1 und hZIP2 zu beobachten war. Andere Untersuchungen, bei denen nur 
die Expressionsänderungen nach der Stimulation betrachtet wurde, zeigten 
ebenfalls, dass hZIP3 durch Zinkentzug nicht reguliert wird (Cousins et al., 2003). 
Eine Gegenüberstellung der drei Transporter in dieser Arbeit ergab, dass hZIP3 um 
ein Vielfaches stärker exprimiert wird als hZIP1 und hZIP2, woraus sich schließen 
lässt, dass hZIP3 unter physiologischen Bedingungen der wichtigste Transporter in 
mononucleären Zellen ist. Dem hZIP1 kommt nur bei einer schlechten 
Versorgungslage eine größere Rolle zu, da es bei Zinkdefizienz stark hochreguliert 
wird. hZIP2 bleibt trotz starker Regulation vergleichsweise unbedeutend. 
Eine Ausnahme bilden dabei die Raji-Zellen, da hier hZIP1 der 
hauptverantwortliche Zinktransporter sowohl unter physiologischen als auch 
zinkdepletierten Bedingungen ist. Es wurde berichtet, dass ausschließlich hZIP1 in 
der Prostata-Zellline PC-3 für die endogene Zinkaufnahme verantwortlich ist. Die 
Überexpression führte zu einer verstärkten Akkumulation von Zink in der Zelle 
(Franklin et al., 2003). hZIP2 wurde in dieser Zelllinie nicht detektiert. Allerdings 
wurde hZIP3 dort nicht untersucht. 
Aus dem direkten Vergleich der Expressionen lässt sich ersehen, dass hZIP3 um 
mehr als das Doppelte höher in THP-1 Zellen exprimiert wird als in Raji Zellen. 
Dies mag die Ursache dafür sein, dass THP-1 Zellen durch Zink eine stärkere 
Aktivitätssteigerung im Cytosensor Microphysiometer erfahren haben als Raji 
Zellen. Daraus kann eine direkte Korrelation zwischen der Expression von hZIP3 
und der Stimulierbarkeit der Zellen gezogen werden. 
Die Versuche mit Zinkentzug zeigten, dass Monocyten (THP-1) deutlich von 
extrazellulärem Zink abhängen, da durch die Stimulation mit 2,5 µM TPEN hZIP1 
und hZIP2 deutlich hochreguliert wurden. B-Zellen (Raji) zeigten die stärksten 
Erhöhungen der drei hZIP-Transporter von allen untersuchten Zellen. Trotz ihres 
höheren intrazellulären Zinkspiegels waren T-Zellen (Jurkat) anfälliger für 
Zinkentzug als B-Zellen, da Vorversuche zeigten, dass sie nur bei 1,0 µM TPEN 
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über die Inkubationszeit lebensfähig blieben. PBMC reagierten ähnlich sensitiv auf 
Zinkentzug, da sie hauptsächlich aus T-Zellen bestehen. Auf mRNA-Ebene zeigten 
1,0 µM TPEN wenig Einfluss auf die Expression, auf Proteinebene ließ sich aber 
eine deutliche Expressionssteigerung erkennen.  
Die Untersuchungen im Durchflusscytometer belegen den Einfluss der 
extrazellulären Zinkkonzentration auf die Expression der hZIP-Proteine auf der 
Zelloberfläche. Veröffentlichte Daten aus dem Mausmodell zeigten, dass die 
Expression dieser Transporter durch eine zinksensitive Endocytose reguliert wird, 
welcher einen Kontrollmechanismus der Zelle zur Aufrechterhaltung einer 
adäquaten Zinkhomöostase darstellt (Wang F et al., 2004a). 
hZIP4 und hZIP5 wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, da sie keine 
direkte Bedeutung für die Funktion der mononucleären Zellen haben. Diese 
Zinktransporter werden vornehmlich im Bereich des Dünndarms exprimiert (Wang 
K et al., 2002; Dufner-Beattie et al., 2004; Wang K et al., 2004b). Die Erbkrankheit 
Acrodermatitis enteropathica beruht auf einem Defekt des Gens SLC39A4, welches 
für hZIP4 kodiert (Wang K et al., 2002; Kim et al., 2003) und das damit assoziierte 
Immundefizienz-Syndrom ließ sich durch Zinkadministration in pharmakologischen 
Dosen erfolgreich behandeln (Neldner und Hambidge, 1975).  
Die durch Zink-Komplexierung hochregulierten hZIPs zeigten eine Auswirkung auf 
die Funktionalität der PBMC. Da diese sich hauptsächlich aus T-Zellen 
zusammensetzen, wurde nach dem Zinkentzug durch 1,0 µM TPEN bei der 
spezifischen Stimulation von T-Zellen mit SPEA eine verstärkte Proliferation 
beobachtet. Eine solche Beobachtung wurde ebenfalls bei Ösophagus-Zellen von 
Ratten gemacht, welche bei Zinkdefizienz stärker proliferierten (Ishii et al., 2004).  
 
Der Vergleich der hZIP mRNA-Spiegel von Zelllinien und PBMC zeigte, dass diese 
in den primären Zellen fünf bis zehnfach höher exprimiert werden als in den 
Zelllinien. Letztere unterscheiden sich im Wesentlichen durch die ständige 
Proliferation und ihre Unsterblichkeit von den frisch isolierten Zellen. Der 
Zusammenhang zwischen der Abnahme der hZIP mRNA-Spiegel und der 
Apoptoseresistenz konnte durch die Immortalisierung von primären Zellen gezeigt 
werden, da die mit B-Zellen angereicherten PBMC nach der EBV-Transformation 
weniger hZIP mRNA exprimierten als vorher. Diese Beobachtung wurde auch in 
vivo gemacht, da die Leukocyten von Patienten mit chronisch lymphatischer 
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Leukämie (CLL), einer Entartung vorwiegend der B-Zellen, niedrigere hZIP 
mRNA-Spiegel aufwiesen als die Kontrollgruppe mit einem Bronchialkarzinom. 
Folglich könnte das Expressionsprofil der hZIP-Transporter herangezogen werden, 
um den Status einer Zelle zu bestimmen und entartete Zellen zu identifizieren, 
ähnlich wie es für den Zink-Transporter LIV-1 postuliert wurde. Dieser ist vermehrt 
in Östrogenrezeptor-positiven Brustkrebszellen zu finden und scheint in seiner 
Expression mit der Tumorprogression zu korrelieren (Taylor et al., 2003). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass Zink wichtig für Zellen ist, um 
in die Apoptose zu gehen. Obwohl in der Literatur überwiegend eine protektive 
Wirkung von Zink in bezug auf Apoptose beschrieben wird, gibt es aber auch 
Publikationen, die von einer Apoptoseinduktion durch Zink berichten, welche unter 
anderem von Caspase-3 vermittelt wird (Kondoh et al., 2002; 2005). Es wurde 
gezeigt, dass Zellen eine höhere Zinkaufnahme aufwiesen, wenn Apoptose induziert 
oder diese mit γ-Strahlen behandelt wurden. (Takeda et al., 2004). Außerdem wurde 
beobachtet, dass Zinkdefizienz bei Ösophaguszellen von Ratten in erhöhte 
Proliferation und einer höheren Inzidenz von Tumoren resultierte. Die 
anschließende Zinksupplementierung führte wieder zur Apoptoseinduktion und 
Aufhebung der Tumorprogression (Ishii et al., 2004). Die Überexpression von 
hZIP1 in PC-3 Zellen führte zu einer erhöhten intrazellulären Akkumulation von 
Zink und resultierte in der Inhibition des Zellwachstums (Franklin et al., 2003). 
Zur Untermauerung der Bedeutung von Zink für die Apoptose wurden Versuche mit 
zinkdepletierten Raji-Zellen vorgenommen. Durch die Vorinkubation mit TPEN 
wurde den Zellen Zink entzogen und anschließend mit Camptothecin Apoptose 
induziert. Im [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay zeigten diese Zellen eine signifikant 
verminderte Proliferation. Durch den Mediumwechsel nach der Camptothecin-
Stimulation werden die Zellen wieder unter normalen Bedingungen kultiviert. Da 
durch die Vorinkubation mit TPEN die hZIP-Transporter hochreguliert wurden, 
findet anschießend vermutlich ein erhöhter Zinkimport statt, welcher die 
intrazellulären Apoptosemechanismen zu verstärken scheint und folglich die 
Proliferation vermindert.  
 
Kürzlich veröffentlichte Publikationen zeigten, dass Zink konzentrationsabhängig 
die IFN-γ Sekretion in der MLC inhibieren kann (aCampo et al., 2001). Dabei 
reduzierte Zink bereits in einer Konzentration von 50 µM die allogene Reaktion in 
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der MLC genauso effektiv wie das Standard-Immunsuppressivum Ciclosporin, ohne 
dabei die Reaktion auf Antigene zu stören (Faber et al., 2004). Die Inhibition der 
MLC durch Zink gelang ebenso in ex vivo Versuchen (Faber et al., 2004). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen nicht nur diese Veröffentlichungen, sondern 
zeigten auch, dass die Reaktion in der MLC und ihre Inhibition durch Zink von der 
Zeit unabhängig sind. Allerdings bleibt festzuhalten, dass die Inhibition durch Zink 
nur bei der Cytokinmessung funktioniert, nicht aber im Proliferationstest. Zink 
scheint folglich nur selektiv auf die Prozesse in der MLC Einfluss zu nehmen. 
Während die Ausschüttung von IFN-γ inhibiert wird, bleibt die Proliferation der 
Zellen als Resultat der stattfindenden Reaktion unberührt.  
Um die molekularen Mechanismen aufzuklären, wurden verschiedene Modelle in 
die Untersuchungen einbezogen: für STAT5 wurde eine Rolle bei der Reaktion auf 
Antigene postuliert, und STAT3 sollte an der Reaktion auf allogene Stimuli beteiligt 
sein (Welte et al., 1999; Gerwien et al., 1999). Außerdem kann IL-4 die Reaktion in 
der MLC inhibieren (Danzer et al., 1994). Die Westernblot-Experimente dieser 
Arbeit zeigten, dass Zink nicht in der Lage war, die von IL-2 ausgelöste STAT5 
Aktivierung bzw. die von IL-6 ausgelöste STAT3 Aktivierung zu inhibieren. 
Genauso wenig wurde die von IL-4 induzierte STAT6 Aktivierung verhindert. 
IL-4 bindet hochaffin an die IL-4Rα-Rezeptorkette, welche zusammen mit der 
allgemein vorkommenden γ-Kette (γC) ein Dimer bildet und als Typ-I-Rezeptor 
bezeichnet wird. Diese Dimerisierung führt zu einer verstärken Aktivität der JAK-
Proteine, die an die Rezeptorketten assoziieren, woraufhin die Phosphorylierung der 
Tyrosin-Reste in der cytoplasmatischen Domäne der IL-4Rα Kette verstärkt wird. 
Diese Phosphotyrosine dienen als Andockstellen für Signalmoleküle, welche 
sogenannte Protein-Tyrosin-Bindende Domänen (PTBs) oder Src-Homologie-2 
(SH2) Domänen tragen (Chomarat und Banchereau, 1998). Üblicherweise lagert 
sich in Zelllinien STAT6 an die IL-4Rα-Ketten, sobald der zweite, dritte oder vierte 
cytoplasmatische Tyrosinrest phosphoryliert wird (Nelms et al., 1999). Die 
Hemmung dieses Signalwegs als Mechanismus für die Inhibition der MLC kann 
aufgrund der Westernblot-Ergebnisse ausgeschlossen werden, da eine Verhinderung 
der STAT-Phosphorylierung durch Zink nicht beobachtet wurde. 
 
Im [3H]-Thymidin-Aufnahmeassay zeigte sich, dass Zink die durch IL-4 induzierte 
Proliferation von CTLL-2 Zellen hemmen kann, welches bei der Stimulation mit  
93 
Diskussion 
IL-2 nicht zu beobachten war. Bei B9 Zellen zeigten sowohl IL-4 als auch IL-6 
synergistische Effekte mit Zink, welche zu verstärkten Proliferationen führten. 
Einen weiteren Signalweg für IL-4 stellen die Proteine der Insulin Rezeptor Substrat 
(IRS) Familie dar, welche mit der IL-4Rα Kette interagieren können. Diese lagern 
sich an den ersten cytoplasmatischen Tyrosinrest an, welcher innerhalb des I4R 
Konsensus Motivs liegt. Letzterer kommt auch bei dem Insulin-Rezeptor und dem 
Insulin-like growth factor type-1 (IGF-1) Rezeptor vor (Kelly-Welch et al., 2003). 
Neben der Aktivierung der Phosphatidlyinositol-3-Kinase (PI3K), vermittelt durch 
IRS-Proteine, spielt auch das Adaptorprotein Shc eine Rolle bei der die 
Zellproliferation anregende Signalweiterleitung. Das Shc-Protein bindet ebenfalls an 
diesen ersten Tyrosinrest. Da sich in der jüngsten Vergangenheit die Hinweise 
mehren, dass der PI3K-Signalweg vermutlich doch keine so entscheidende Rolle für 
die Regulation der Lymphocytenproliferation zu spielen scheint (Wurster et al., 
2002a; 2002b) und ein Crosstalk zwischen dem Shc und dem STAT6 Signalweg 
postuliert wurde, bei dem eine Zellproliferation sowohl von IL-4 als auch von IGF-1 
induziert werden kann (Soon et al., 1999), sollten sich zukünftige Untersuchungen 
auf das Shc-Protein und dessen Signalweg konzentrieren. 
 
Ferner ist bekannt, dass anti-CD45-Antikörper die MLC inhibieren können (Zhong 
und Lazarovits, 1998). In der Literatur ist beschrieben, dass die Überexpression der 
transmembranen Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTPase) CD45 zu einer 
verminderten Transduktion von Signalen führte, die über den IGF-1 Rezeptor 
induziert wurden (Mooney et al., 1992). Weitere Untersuchungen zeigten, dass in 
CD45--Zellen sowohl die Autophosphorylierung des Insulinrezeptors als auch die 
Insulin-abhängige Tyrosinkinase-Aktivität sowie die Insulin-abhängige 
Phosphorylierung von IRS-1 und Shc um das Dreifache höher waren als in den 
CD45+-Kontrollzellen (Kulas et al., 1996). Die CD45-Abhängigkeit der Shc-
Phosphorylierung zeigte auch eine andere Arbeitsgruppe (Imbert et al., 1996). 
Außerdem ist bekannt, dass Zink insulinmimetische Effekte auf Zellen hat, welche 
über die IGF-1- und Insulinrezeptoren vermittelt werden (Haase und Maret, 2003; 
Miranda und Dey, 2004).  
Die Untersuchungen dieser Arbeit ergaben, dass die unterschiedlichen 
Auswirkungen von Zink zusammen mit IL-4 auf die Proliferation von CTLL-2 und 
B9 Zellen auf eine unterschiedliche Expression von CD45 zurückgeführt werden 
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können, da CTLL-2 Zellen CD45+ und B9 Zellen CD45- sind. So ist der Einfluss 
von CD45, mit dem die Zellaktivierung durch IL-4 kontrolliert wird, in den B9 
Zellen nicht gegeben, was zu einer verstärkten Proliferation führt. 
Es wurden ferner Experimente durchgeführt, in welchen die Effekte von einem   
anti-CD45-Antikörper auf die MLC getestet werden sollte. Der verwendete anti-
CD45-Antikörper zeigte inhibierende Wirkung, weil dieser die Proliferation von 
PBMC und MLC hemmte. Folglich besitzt dieser Antikörper aktivierende Effekte 
auf die Funktion des CD45, was ähnliche Auswirkungen hat wie eine 
Überexpression von CD45. Durch die gleichzeitige Inkubation des anti-CD45-
Antikörpers mit Zink wurde der inhibierende Effekt wieder aufgehoben. Da die 
Hemmung von Phosphatasen durch Zink schon länger bekannt ist (Maret et al., 
1999; Haase und Maret, 2003), lässt sich in diesem Fall der Schluss ziehen, dass 
Zink in der Lage ist, die durch den Antikörper ausgelöste Aktivitätssteigerung 
wieder aufzuheben. 
Aufgrund dieser Ergebnisse konnte der molekulare Mechanismus der Inhibition der 
MLC durch Zink zwar noch nicht vollständig geklärt werden, allerdings legen diese 
Ergebnisse die Vermutung nahe, dass die Wechselwirkung zwischen Zink und 
CD45 eine entscheidende Rolle spielt. Diese sollte Gegenstand weiterer 
Untersuchungen werden. 
 
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte ein Beitrag zum besseren Verständnis der 
Bedeutung von Zink für mononucleäre Zellen geleistet werden. Es wurde gezeigt, 
dass diese Zellen direkt durch Zink stimuliert werden können, wobei die 
Zinkaufnahme in die Zelle über hZIP-Transporter geschieht. Die Expression dieser 
Zinkimporter ist niedriger in immortalen Zellen. Folglich könnten die 
Expressionsprofile zur Bestimmung des Zellstatus herangezogen und somit entartete 
Zellen identifiziert werden. Besonders zu erwähnen ist der Einfluss von Zink auf 
intrazelluläre Prozesse und die Interaktion mit Interleukinsignalen als auch mit 
CD45. Obwohl die genauen Mechanismen nicht geklärt werden konnten, sollte diese 
Erkenntnisse bei einer therapeutischen Zinkadministration berücksichtigt werden. 
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6. Zusammenfassung 
Zink ist ein essentielles Spurenelement für das Immunsystem. In dieser Arbeit 
gelang es, wichtige Einflüsse von Zink auf mononucleäre Zellen aufzuklären.  
Erstmals wurde die direkte Stimulation von Zellen mit Zink gezeigt, welche 
konzentrationsabhängig ist und von anderen zweiwertige Kationen nicht ausgelöst 
wird. Zink greift bereits in physiologischen Konzentrationen signifikant in 
intrazelluläre Prozesse ein. 
Die Zinkaufnahmetransporter hZIP1, hZIP2 und hZIP3 werden sowohl in Zelllinien 
als auch in primären Zellen exprimiert. Quantifizierungsuntersuchungen ergaben, 
dass hZIP3 der Haupttransporter in Monocyten, T-Zellen und PBMC ist, während in 
B-Zellen hZIP1 am stärksten exprimiert wird. hZIP2 wurde in allen untersuchten 
Zellen nur im geringen Maße festgestellt. Alle drei Transporter konnten durch 
Zinkentzug hochreguliert werden.  
Ein Vergleich der Transporter in Zelllinien und primären Zellen zeigte, dass diese in 
PBMC um das Fünf- bis Zehnfache stärker exprimiert werden. Eine Abnahme der 
Transporterexpression wurde registriert, als primäre Zellen mit SPEA zur 
Proliferation angeregt oder mit Epstein-Barr-Virus immortalisiert wurden. Dieses 
Phänomen zeigte sich ebenfalls in vivo, da die hZIP-Transporter in PBMC von 
Patienten mit chronisch lymphatischer Leukämie weniger stark exprimiert wurden 
als in Patienten mit Bronchialkarzinom. Zusätzlich wurde in Proliferationsassays 
demonstriert, dass Zink eine wichtige Rolle bei der Apoptose spielt. 
Bei der Untersuchung der Wechselwirkungen von Zink mit der intrazellulären 
Signaltransduktion wurde festgestellt, dass Zink eine durch IL-4 vermittelte 
Proliferation der T-Zelllinie CTLL-2 hemmt. Im Gegensatz dazu wirkten Zink und 
IL-4 in der B-Zelllinie B9 synergistisch und riefen eine signifikant höhere 
Proliferationsrate hervor. Die beiden Zelllinien unterschieden sich in der Expression 
von CD45. Zink war ferner in der Lage, die inhibierende Wirkung von anti-CD45-
Antikörpern in der gemischten Lymphocytenkultur wieder aufzuheben. 
Die in dieser Arbeit aufgeklärten Mechanismen der direkten und indirekten 
Zinkstimulation und die Funktionsweise von Zinkaufnahmetransportern 
unterstreichen die Bedeutung von Zink für mononucleäre Zellen in vitro und in vivo.  
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8. Abkürzungsverzeichnis 
APC   Antigenpräsentierende Zelle (Antigene presenting cell)  
APS   Ammoniumpersulfat 
BK   Bronchialkarzinom 
BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
cAMP   cyclo-Adenosinmonophosphat 
CD   Differenzierungsmarker (cluster of differentiation) 
CDF   Cation Diffusion Facilitator 
cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
cGMP   cyclo-Guanosinmonophosphat 
CLL   Chronisch-lymphatische Leukämie 
CSF   Koloniestimulierender Faktor (colony stimulating factor) 
dATP   2´-Desoxy-Adenosin-5´-Triphosphat 
dCTP   2´-Desoxy-Cytidin-5´-Triphosphat 
dGTP   2´-Desoxy-Guanosin-5´-Triphosphat 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
dNTP   2´-Desoxy-Nukleosid-5´-Triphosphat 
DTT   Dithiotheritol 
dTTP   2´-Desoxy-Thymidin-5´-Triphosphat 
EBV   Epstein-Barr-Virus 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
ELISA   enzymgekoppelter Immunosorbenttest 
(enzyme-linked immunosorbent assay) 
FCS   fetales Kälberserum (fetal calf serum) 
FITC   Fluoreszeinisothiocyanat 
GF   Wachstumsfaktor (growth factor) 
HRP   Meerrettich Peroxidase (horseradish peroxidase)  
IFN   Interferon 
Ig   Immunglobulin 
IGF-1   Insulin like growth factor type-1 
IL   Interleukin 
IRAK   IL-1 Typ-I Rezeptor-assoziierte Kinase 
IRS   Insulin Rezeptor Substrat 
Irt1   Iron-regulated-transporter-1 
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LPS   Lipopolysaccharid  
MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex  
(major histocompatibility complex) 
MLC   gemischte Lymphocytenkultur (mixed lymphocyte culture) 
mRNA  Boten-(messenger)-Ribonukleinsäure 
NK-Zelle  Natürliche Killerzelle 
PBGD   Porphobilinogen deaminase 
PBMC   Periphere mononucleäre Zellen 
PBS   Phosphatpuffer (phosphate buffered saline) 
PCR   Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PE   Phycoerythrin 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PTB   Protein-Tyrosin-Bindende Domäne 
PTPase  Phosphotyrosin-Phosphatase 
PWM   Pokeweed-Mitogen 
SDS   Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfat) 
SDS-PAGE  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SH2   Src-Homolgie-Domäne 
SLC   Solute-linked Carrier 
SPEA   Streptococcus pyogenes erythrogenes toxin A 
STAT   Signal transducer and activator of transduction 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus-DNA-Polymerase 
TBE   Tris-Borat-EDTA 
TCR   T-Zell-Rezeptor 
TEMED  N, N, N´,N´-Tetramethylendiamin 
TH-Zelle  T-Helferzelle 
TNF   Tumornekrosefaktor 
TPEN   N, N, N´, N´-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl-)-ethylendiamin 
Tris   Trishydroxymethylaminomethan 
U   Einheit (unit) 
ZIP   Zrt-, Irt-like protein 
ZnT   Zinc-Transporter 
Zrt1   Zinc-regulated-transporter-1 
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